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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o efeito da administracdo intradérmica da jararagina-C, uma
proteina tipo-disintegrina, isolada da pegonha de B. jararaca e com afinidade pela
integrina azPi1, durante a cicatrizagdo de feridas excisionais. Quatro lesdes foram
performadas na regido dorsal de camundongos da linhagem Swiss, com o auxilio de um
punch de bidpsia cirurgico de 5 mm. Os animais foram distribuidos em dois grupos
experimentais, cujos individuos foram diariamente tratados com injecdes de 10 ul 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 ¢ 14 dias apds a indugao das lesodes (totalizando 20 animais para cada intervalo).
ApoOs a eutanasia, as feridas e a pele do seu entorno foram removidas com o auxilio de
um punch de bidpsia de 8 mm, pesadas e processadas para andlises bioquimicas,
histologicas e de biologia molecular. As feridas tratadas com a jararagina-C apresentaram
uma taxa de fechamento mais acelerada, acompanhada de uma rapida resolu¢do da
resposta inflamatéria, com redugdo do infiltrado de neutrofilos, dos niveis de citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a, CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1) e um acumulo de macrofagos
nos tecidos analisados. Observou-se também, nas lesdes tratadas com esta proteina, uma
maior expressdo de genes associados ao fendtipo de macrofagos alternativamente
ativados (M2), responsaveis pela resolugdo da resposta inflamatoria e pela secrecao de
varios mediadores associados com as etapas subsequentes do reparo.
Concomitantemente, a administragdo da toxina foi capaz de incitar a angiogénese nas
feridas, elevando o conteido de hemoglobina, a densidade de novos vasos sanguineos e
a sintese de citocinas pro-angiogénicas (VEGF e FGF). Por fim, nas feridas dos grupos
tratados, observamos ainda um aumento da deposicdo de colageno nas feridas,
acompanhado de niveis mais elevados da citocina pro-fibrogénica TGF-1. Além disso,
ao avaliarmos a organizacdo e a maturagdo da matriz, por meio da diferenciacao entre
fibras de colageno do tipo I e fibras de colageno do tipo III, observamos que o tratamento
com a jararagina-C, resultou em uma deposi¢do precoce e mais elevada de fibras de
coldgeno do tipo I. Em conjunto, os dados sugerem que a administra¢do da jararagina-C
acelerou o fechamento das feridas excisionais, por meio da modulagdo de respostas
importantes ao processo de cicatrizagcdo de feridas (ex.: inflamacdo, angiogénese e
fibrogénese). Desta forma, este trabalho ndo s6 contribui para a elucidacao dos efeitos
ocasionados pela administracdo da jararagina-C, como também, para o aprofundamento
do conhecimento sobre a sinalizagdo mediada pela integrina o231 nos processos avaliados,
permitindo o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de feridas cutaneas.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, feridas cutineas, disintegrinas, jararagina, integrinas,
peconha.



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 a2PB1 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 pl 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-a,
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-Bl. 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 a2B1 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 - INTRODUCAO

1.1 — O processo de cicatrizagdo de feridas.

Nos vertebrados a pele constitui uma importante estrutura de barreira, que protege
os oOrgdos internos de danos mecanicos, da infeccdo por microrganismos, da radiacao
ultravioleta, das elevacdes de temperatura e da perda excessiva de 4gua para o ambiente
(PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008). A pele humana ¢ constituida por camadas
celulares agrupadas em duas regides distintas, a epiderme e a derme. A epiderme ¢
formada por um tecido epitelial de revestimento estratificado pavimentoso e
queratinizado, composto predominantemente por células denominadas de queratindcitos,
que se encontram dispostos em camadas ou estratos. Na epiderme podemos observar
ainda uma populagdo de células basais em constante proliferagdo, presentes na camada
germinativa, responsaveis pela renovagdo deste tecido (RIBEIRO, LEAL & JEUNON,
2017;). Subjacente a epiderme encontra-se a derme, formada por um tecido conjuntivo
vascularizado. Outros tipos celulares também estdo presentes neste tecido, como os
fibroblastos, principais responsaveis pela sintese de componentes da matriz extracelular
(MEC), e células com fungdo imunoldgica, responsaveis pela identificagdo de patogenos
e de possiveis danos teciduais (ex.: macrofagos, mastocitos e células dendriticas). Ainda
na derme encontram-se a maioria das estruturas anexas a este 6rgdo, como glandulas

sebaceas e sudoriparas (ZOMER & TRENTIN, 2018; BOER et al., 2016).

O contato direto deste 6rgao com fatores externos, torna a pele susceptivel a uma
série de mecanismos de injuria, que podem resultar em feridas cutaneas, levando a perda
da homeostasia e propiciando uma porta de entrada a agentes patogénicos. (SORG et al.,
2017). Portanto, a capacidade dos organismos de reparar tecidos lesionados e assim,
restaurar sua integridade e funcionalidade, ¢ um requisito essencial para a sobrevivéncia

junto ao meio em que vivem.

O processo de reparo tecidual pode ocorrer por meio da regeneragdo do tecido
lesionado, a partir da proliferacao de células parenquimatosas, que repovoarao o local da
injiria, mantendo desta maneira a funcdo tecidual. Em alguns 6rgdos, no entanto, o
processo de reparo se da pela substituicdo do tecido lesionado por uma matriz cicatricial,

rica em fibras de colageno. Este tipo de reparo, denominado de cicatrizagdo, ¢ o
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predominante durante a restauracdo de feridas cutaneas em humanos adultos

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

1.1.1 — Fases do processo de cicatriza¢do

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo dinamico, que envolve a ativacdo de uma
diversidade de cé¢lulas, bem como a sintese ¢ a secre¢ao coordenada de mediadores
quimicos solaveis, dentre estes, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Embora
os eventos que compdem a cicatrizagdo se sobreponham no tempo ¢ no espago, este
processo pode ser didaticamente dividido em trés fases, que tém como objetivo restaurar

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

Resumidamente, apos a instalagao de uma fase inflamatoria inicial, que tem por
objetivo a eliminagdo de restos teciduais e também de microrganismos patogénicos,
segue-se uma fase denominada de proliferativa, marcada pela re-epitelizacao da ferida,
pela migracdo e proliferagdo de fibroblastos e vasos sanguineos, com a forma¢do de um
de tecido de granulacdo. Finalmente, em uma terceira fase, de maturagdo, observa-se o
remodelamento da MEC, com a substituigdo de seus componentes (Figura 1)

(BIELEFELD, AMINI-NIK, ALMAN, 2013; SUN, SIPRASHVILI & KHAVARI, 2014)
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Figura 1 — Representagio grafica do processo de cicatrizagiio de feridas.

Apesar de ocorrerem em sobreposi¢do no tempo ¢ no espacgo, a cicatrizagdo pode ser didaticamente dividida
em 3 fases, orquestradas por diferentes tipos celulares ¢ pela secregdo de um amplo espectro de mediadores
soluveis. 1 — Fase inflamatdria que engloba os eventos da (A) hemostasia ¢ da (B) inflamagdo; 2 — Fase
proliferativa, representada em (C); 3 — Fase de maturagao, representada em D. PDGF — Fator de crescimento
derivado de plaquetas; TGFp — fator de crescimento transformante beta; VEGF — Fator de crescimento do
endotélio vascular; EGF — Fator de crescimento epidérmico; IL-1 — interleucina 1; TNF-a —fator de necrose
tumoral alfa; FGF — fator de crescimento fibrobldstico. HGF — fator de crescimento dos hepatocitos; IFN —
interferon; MMPs — metaloproteinases de matriz; TIMPs — inibidores teciduais de metaloproteinases. Fonte:
imagem modificada de: SUN, B K., SIPRASHVILI, Z., KHAVARI, P.A. Advances in skin grafting and
treatment of cutaneous wounds. Science, pp. 941-945, 2014.

1.1.2 — Fase inflamatoria

Imediatamente apos uma injuria a pele, células presentes nos tecidos adjacentes a
lesdo, sdo capazes de identificar moléculas que sinalizam o dano aos componentes
daquele local, ou ainda, a existéncia de microrganismos. Este reconhecimento ¢ possivel
gracas a presenga de receptores que identificam os chamados padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs) ou aos patogenos (PAMPs) (MEDZHITOV, 2008).
Queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais, macrofagos, mastodcitos e células

dendriticas, em resposta a ativagdo de tais receptores, passam a sintetizar citocinas, tais
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como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1pB) e interferon-
gama, quimiocinas (ex.: CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1) e substancias vasoativas (ex.:
histamina). Estes mediadores levam as alteracdes vasculares e aos eventos celulares,
responsaveis pelo extravasamento de um fluido rico em proteinas plasmaticas (exsudato)

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

Como parte desta fase inflamatéria, podemos observar ainda uma resposta
vascular, com a ativacao de fatores hemostaticos e a formagao de um coagulo de fibrina,
a fim de se evitar a perda excessiva de sangue pelos vasos lesionados (ENOCH &
LEAPER, 2008). Além de evitar uma hemorragia, o codgulo de fibrina recém-formado
servird como uma matriz provisoria a migracao de células a partir das bordas da ferida

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

Apds o reconhecimento de um insulto lesivo, os mediadores inflamatorios e as
substancias vasoativas liberadas pelas células residentes teciduais, ocasionam um
aumento da permeabilidade vascular e a ativacao das células endoteliais, que passam a
expressar moléculas de adesao celular da familia das selectinas (E-selectina, P-selectina
e L-selectina), necessarias a adesao transitoria dos leucocitos, durante o rolamento destes
sobre a parede vascular (GERMOLEC et al., 2018). O contato destas células com as
citocinas e quimiocinas inflamatorias, provoca ainda uma alteragdo conformacional em
receptores transmembrana da familia das integrinas, que passam para um estagio de maior
afinidade aos seus ligantes, presentes nas células endoteliais, gerando uma adesao forte a
parede do vaso, necessaria a diapedese (LEY ef al., 2007). Uma vez no espago
extravascular os leucocitos sdo atraidos ao sitio da lesdo por meio de um gradiente

quimiotatico (Figura 2) (AHMED, 2011).
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Figura 2— Eventos associados ao recrutamento de leucécitos durante a resposta inflamatoria.
Apds as alteragOes vasculares, decorrentes da sintese de mediadores vasoativos pelas células sentinelas, os
leucécitos se aproximam da parede do endotélio vascular e se aderem transitoriamente as células
endoteliais. Apds o rolamento pela parede vascular ¢ a ativagdo leucocitaria, ocorre a adesio firme, a
transmigracio ¢, em sequéncia, a migragdo em direcio a um gradiente quimiotatico de citocinas. Fonte:
modificado de: LEY, K.; LAUDANA, C.; CYBULSKY, M.I.; NOURSHARGH, S. Getting to the site of
inflammation: the leukocyte adhesion cascade updated. Nature Reviews Immunology, v. 7, pp. 678-689,
2007.

Nas primeiras horas da resposta inflamatéria ha um grande acaimulo de neutrofilos
no sitio inflamatorio. O recrutamento destes leucocitos € direcionado pela secrecdo da
quimiocinas, tais como a CXCL8, CXCL1 e CXCL2, que orientam o movimento destes
em dire¢do ao local da injuria (RIDIANDRIES, TAN & BURSILL, 2018). Os neutrofilos
sdo responsaveis pela eliminagdo de microrganismos e de restos teciduais. Para isso,
agem por meio (1) da produg@o de espécies reativas de oxigénio (EROs), catalisada pela
enzima mieloperoxidase (MPO), presente em grande quantidade no interior de seus
granulos azurdéfilos; (2) da fagocitose; (3) e da liberagdo das armadilhas extracelulares de
neutrofilos (Neutrophils extracellular traps — NETs), estruturas compostas por filamentos
de cromatina, cobertos por histonas, proteinas citosolicas e proteases, que auxiliam na
captura e eliminagdo de microrganismos (MANTOVANI ef al., 2011). Os neutrofilos
apresentam um periodo de meia-vida curto e apos poucos dias entram em apoptose,
evento de suma importancia para a estimulacdo da resposta inflamatoria, com a liberagdo
de mediadores que inibem o recrutamento de novos neutrofilos, como a Anexina-1 e a
lactoferrina, estd ultima, ainda apresentando um potente efeito microbicida (CHEN, LV

& PEI 2013; BOURNAZOU et al.,2009).
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Ap6s um periodo de 48-72 horas, o leito da ferida comega a ser povoado por
macrofagos, oriundos principalmente do processo de diferenciacdo de mondcitos
recrutados a partir da circulagdo sanguineca (MEDZHITOV, 2010). Assim como 0s
neutréfilos, os macrofagos também sao responsaveis pela fagocitose de microrganismos
e de restos celulares. A ativacao deste tipo celular € um processo dindmico e critico ao
reparo tecidual, devido a existéncia de um amplo espectro de subpopulagdes que variam
de um fenoétipo inflamatorio classico (M1) a um fenotipo resolutivo ou alternativo (M2)
(SNYDER et al., 2016). Os macrofagos da subpopulacao M1 atuam principalmente nos
processos de defesa, produzem um grande nimero de substancias microbicidas e citocinas
pro-inflamatoérias, exercendo desta maneira, efeitos anti-proliferativos e citotoxicos. Ja os
macrofagos da subpopulagdo M2 estdo mais envolvidos com a resolucdo da resposta
inflamatoria (WYNN & VANELLA, 2016). Sdo ativados por alguns mecanismo, tais
como apds a fagocitose de neutrofilos apoptdticos, processo conhecido como eferocitose,
ou pela acdo da interleucina-4 e interleucina-13 (SICA et al., 2015). Macréfagos desta
subpopulagdo apresentam uma sintese reduzida de citocinas inflamatorias € uma maior
libera¢ao de mediadores importantes para a resolugdo da inflamagao, como a interleucina-
10 (IL-10) e o fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-B1), para a formagao de
novos vasos sanguineos, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e
para a sintese € o remodelamento de uma nova matriz extracelular (TGF-B1) (WYNN &

VANELLA, 2016).

1.1.3 — Fase proliferativa

A liberagdao de certos mediadores quimicos, produzidos principalmente por
macrofagos M2, estimula a migragdo e a proliferagcdo de fibroblastos e queratinocitos, a
partir das bordas da ferida, e de células endoteliais a partir de vasos sanguineos pré-

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

Durante a cicatriza¢do, o processo de angiogénese ¢ um fator importante para o
progresso do reparo tecidual, pois cabe a esta neovascularizacdo o fornecimento de
oxigénio e de substratos energéticos as células presentes na lesdo (GREAVES et al.,
2013). A angiogénese ocorre principalmente a partir da ativagao, migracado e proliferagao
de células endoteliais de vasos pré-existentes, processo conhecido como brotamento. Em

resposta as citocinas e fatores de crescimento, dentre estes, o VEGF e o fator de
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crescimento fibroblastico (FGF), liberados por células no local da lesdo. As células
endoteliais passam a sintetizar metaloproteinases, que permitem a degradacdo de sua
membrana basal, assim como a invasao e a migragao pela matriz extracelular, permitindo
a ocupagdo de areas anteriormente avascularizadas (CARMELIET & JEIN, 2011;
POTENTE E CARMELIET, 2017). A insuficiéncia deste processo estd associada a
cronificagdo da cicatrizagdo, como ocorre em feridas diabéticas e isquémicas. No diabetes
por exemplo, os altos niveis glicémicos estao associados com a reduc¢ao do diametro e do
numero de vasos recém-formados, com a instabilidade dos mesmos, a disfungao

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

Ainda nesta fase, a invasdo do sitio da ferida por fibroblastos em migracio e
proliferagdo, leva a substitui¢do gradual da matriz provisoria, rica em fibrina e formada
durante o processo de hemostasia, por um novo arcabouco, cujos componentes dao
suporte aos eventos da angiogénese, a formac¢do do tecido de granulacdo e a re-
epitelizacdo da ferida (GREAVES, 2013). O infiltrado de fibroblastos libera enzimas que
degradam o codgulo de fibrina e o substitui por componentes da MEC, tais como
colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Em um primeiro
momento, a producdo de colageno caracteriza-se pela maior sintese e deposi¢ao de fibras
de coldgeno do tipo III, um coldgeno ainda imaturo, menos resistente, porém capaz de

fornecer um arcabouco de facil migracao celular (BAINBRIDGE, 2013).

Citocinas da familia TGF-B estdo envolvidas com a estimula¢do da migragao de
fibroblastos e com a sintese 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 diferenciagdo em
miofibroblastos, agora caraterizados pela grande concentracdo de a-actina de musculo
liso (aSMA) em seu citoplasma (LEASK & ABRAHAM, 2004). Esta diferencia¢do
garante a capacidade de contragdo destas células, importante para o processo de contragao
das feridas, que aproxima as suas bordas e, em associacdo com a re-epitelizacdo, permite

o seu fechamento (HINZ, 2016).

1.1.4 — Fase de maturacdo
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O ultimo e mais longo estagio da cicatrizagdo ¢ a fase de maturacdo da ferida,
marcada pela formagdo do tecido de cicatrizagdo (WANG et al., 2018). Durante esta
etapa, macrofagos e fibroblastos presentes na area da ferida entram em apoptose,
reduzindo a quantidade destas células junto ao tecido. Simultaneamente, observa-se a
inibicdo do processo de angiogé€nese, com consequente regressao dos vasos recém

formados, reduzindo o fluxo sanguineo na regido (ENOCH & LEAPER, 2008).

Outro evento importante durante a maturacdo ¢ o remodelamento dos
componentes da MEC, com substitui¢do do colageno tipo III, por um tipo de colageno
mais estavel, o colageno tipo I, que aumenta a resisténcia da cicatriz a tensdo mecanica.
O remodelamento da MEC ¢ um processo dinamico, controlado pela sintese de fatores

pro- e anti-fibrogénicos e pelo balanco entre a secrecdo 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
granulagdo e pode levar a uma cicatrizacdo hipertréfica ou fibrose (BERMAN,
MADERAL & RAPHAEL, 2017). Além disso, quando o reparo ocorre de forma
inapropriada, desencadeia-se uma resposta inflamatoria cronica a qual pode levar ao
retardo da cicatrizagdo e isso representa um problema direto para o individuo, causando
desconforto fisico e/ou psicoldgico e demora na reabilitacdo, podendo até causar
amputacdo de membros e morte por septicemia nos casos mais extremos (ZHAO et al.,
2016). Portanto, existe um grande interesse no estudo de moléculas/farmacos os quais

possam modular o processo de cicatrizagdo de feridas.

1.2 — Integrina o231 e seu papel em processos associados ao reparo de feridas.

As integrinas sdo uma familia de receptores heterodiméricos transmembrana,
formadas por uma subunidade o e uma subunidade . Atualmente, tem-se o conhecimento
de 24 diferentes integrinas expressas pelas células de mamiferos, constituidas pela
combinac¢do de uma das 18 subunidades o € uma das 8 subunidades P ja descritas (FU,
WUANG & LUO, 2011). As integrinas sdo compostas por uma porcao extracelular,
formada de multiplos dominios, uma regido transmembrana e uma pequena cauda voltada
para o espago intracelular (FRANCESCHI et al., 2015). A diversidade de possiveis

combinagdes entre suas subunidades permite as integrinas a associacdo com varios dos
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constituintes da MEC, tais como fibronectina, laminina e coldgeno, assim como a ligagao
a diferentes receptores encontrados na superficie celular, dentre estes a molécula de
adesdo celular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) (Figura 3).
Dessa maneira, as integrinas regulam ndo apenas o contato das células a matriz
extracelular, mas também participam da adesdo célula-célula (BARCZYK, M.

CARRACEDO, S.; GULLBERG, 2010).

Receptores para
coldgenos (GFOGER)

Receptores - RGD
S031204uI| 3P
sod|jidadsa saloidadray

Receptores para Laminina

Figura 3 - Representacio esquematica dos 24 heterodimeros constituintes da familia 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 comunicacao por meio destes receptores € bidirecional, o que se traduz em uma
sinalizacdo de “dentro para fora” (inside-out), como durante a transducdo de sinais
provenientes do meio intracelular, que alteram a conformagdo destas glicoproteinas,
levando-as a um estado ativado. Ou ainda, em uma sinalizacdo de “fora para dentro”
(outside-in), desencadeada pela interagdo das integrinas com seus ligantes no espaco
extracelular, provocando alteragcdes em sua por¢do citoplasmatica que levam a ativagdo

de diferentes vias de sinalizagcdo responsaveis pela regulagdo de comportamentos
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celulares, tais como a migrag@o, a sobrevivéncia, a diferenciacdo, a adesdo ao substrato e

a proliferacdo (KADRY & CALDERWOOD, 2020) .
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Figura 4 — Representacio grifica das alteracdes conformacionais em uma integrina, induzidas por
sinais do meio intracelular (sinalizacéio inside-out).

Apds a interagio de um ligante junto de sua porgio citoplasmatica, as integrinas, formadas pela combinagao
de duas subunidades distintas (o ¢ ), passam por mudangas conformacionais que incluem, o alongamento
de sua estrutura, com consequente distanciamento da regido de interagdo aos ligantes extracelulares da
membrana plasmatica da célula ¢ a abertura de scu sitio de ligagdo. As caudas citoplasmadticas também se
movem, permitindo sua interagdo com outras proteinas citoplasmaticas. Fonte: modificado de KADRY, Y ;
CALDERWOOD, D. Chapter 22: Structural and signaling functions of integrins. Biochimica ¢t Biophysica
Acta (BBA) — Biomembranes, v. 1862:183206, 2020.

Um destes receptores, a integrina axfP1, liga-se principalmente aos colagenos
fibrilares (tipo L, II, I, V e XI) e a estrutura em rede do colageno tipo IV, podendo ainda,
interagir também com outros constituintes da matriz, embora com menor afinidade
(MADAMANCHI, SANTORO & ZUTTER, 2014). Esta integrina é expressa por uma
ampla variedade de tipos celulares, tais como plaquetas, fibroblastos, células epiteliais e,
dependendo do estado de diferenciagdo e ativacdo, leucocitos e células endoteliais,
evidenciando sua possivel participagdo em uma série de respostas do organismo (ZELTZ

& GUILBERT, 2016; ZWEERS et al., 2007).

A ativacdo destes receptores esta, por exemplo, relacionada com o
desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa, participando desde o recrutamento
inicial de leucocitos até a resolugdo da resposta inflamatoria (KOURTZELIS e al., 2017).
Na literatura, alguns trabalhos correlacionam a sinaliza¢do mediada pela integrina o1,
com processos como a migracdo leucocitaria através da MEC e a indugéo da sintese de

mediadores importantes ao desenvolvimento da inflamagdo (WERR ef al, 2000,
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SASAKI et al., 2003; BRIAN et al., 2004). De fato, a utilizagdo de modelos animais
knockout para integrina axf1, ou ainda, de anticorpos monoclonais ou inibidores deste
receptor, elucidaram sua participagdo em processos inflamatorios, tais como a artrite
reumatoide e a encefalomielite (TSUNODA et al., 2007, PETERS et al., 2012;
NISSINEN et al., 2015)

Durante o processo de angiogénese, incitada pelo VEGF, foi demonstrada uma
alta expressdo das integrinas aify1 € axPi1 na superficie das células endoteliais, um
indicativo da importancia destes receptores durante este evento. Dando suporte a este
pensamento, o tratamento com anticorpos monoclonais anti-ol ou anti-o2, realizado in
vitro, foi capaz de inibir a migracao de células endoteliais imobilizadas em um substrato
rico em colageno do tipo I (SENGER ef al., 2002). San Antonio e cols. (2009) trabalhando
com modelos in vitro e in vivo demonstraram a a¢do supressora de uma molécula
inibidora da integrina o231 (SMI496) sobre o processo de angiogénese, inibindo a adesao
de células endoteliais ao colageno, a migragdo sobre este constituinte da matriz ¢ a
angiogénese induzida pelo mesmo. Ghatak e cols. (2016) trabalhando com trés modelos
distintos para a andlise da angiogénese in vivo, a saber, implantes subcutianeos de esponja,
feridas excisionais, e angiogénese tumoral, demonstraram ainda uma redu¢do do numero
de vasos sanguineos recém-formados em camundongos knockout para as integrinas o.if31€

azPi.

Como mencionado anteriormente, a integrina ozfi também € expressa em
queratinocitos, principalmente aqueles localizados no estrato basal da epiderme, € em
fibroblastos. Estudos in vitro, elucidaram o papel da integrina o2f1, sobre a perda da
adesdo, a migracdo e a proliferacdo epitelial, eventos importantes durante a re-
epitelizagdo de feridas cutaneas (DUMIN et al., 2001; DECLINE, & ROUSSELE, 2001).
Além disso, a ativagao da integrina o231 por seus substratos, mostrou-se capaz de induzir
a sintese de coldgeno por fibroblastos, participando também da mecanotransducdo de

sinais (ECKES et al., 2006).

Desse modo, as integrinas se tornaram um importante alvo terapéutico levando a
pesquisa cientifica a buscar ferramentas para a compreensdo da sinalizagdo mediada por
estes receptores, € a descoberta de novas moléculas com agdo farmacoldgica na
modulagdo de diferentes integrinas (GOODMAN & PICARD, 2012). Nesse contexto, a

pesquisa com as proteinas disintegrinas e tipo-disintegrinas presentes na peconha das
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serpentes tem inspirado diversos estudos quanto a a¢ao destas proteinas em uma série de

Pprocessos.

1.3 — A peconha das serpentes ¢ a jararagina-C

Em paises tropicais, acidentes com animais pegonhentos, como escorpioes,
aranhas e serpentes, sdo responsaveis por uma taxa significativa de mortalidade e
morbidade dentro da populacio (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). No
Brasil, apenas no ano de 2019, foram registradas 265.701 notificagdes envolvendo
acidentes com tais animais, junto ao Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo
(SINAN) pertencente a Secretaria de Vigilancia em Saude. Destes, 30.482 casos

correspondiam a acidentes ofidicos.

Em 2009 a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) incluiu o envenenamento por
serpentes dentro do grupo de doencas tropicais negligenciadas. Estima-se que,
mundialmente, ocorram entre 1.8 — 2.7 milhdes de casos de envenenamento, com 81.000

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

Em todo o territorio brasileiro, a maioria dos casos de envenenamento por
serpentes estd associada ao género Bothrops (BOCHNER, FISZON & MACHADO,
2014). Bothrops jararaca ¢ uma das espécies que compreendem este grupo. Com grande
importancia médica, dentre os efeitos mais comuns associados a peconha destes animais
destacam-se, disturbios na hemostasia, coagulopatias, hemorragia local e/ou sistémica,
lesdo 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 peconha de B. jararaca é uma mistura complexa de toxinas, ndo somente
responsaveis pelas manifestacdes clinicas, associadas aos acidentes com estes animais,
mas também de grande interesse na pesquisa biomédica e farmacologica. Componentes
organicos, minerais e proteinas, tais como lectinas tipo C, serinoproteases, peptideos
precursores da bradicinina, L-aminoacido oxidases, fator de crescimento do endotélio
vascular da peconha de serpentes (svVEGF), disintegrinas, fosfolipases A> e as
metaloproteinases da peconha de serpentes (SVMPs — Snake Venom Metalloproteinases)

compreendem este acervo de substancias (CIDADE, 2006).
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A acdo altamente hemorréagica da pegonha de serpentes viperideas esta associada
a certas familias de proteinas, que podem ou ndo apresentar atividade proteolitica. Dentre
estas moléculas destacam-se as SVMPs, inicialmente descritas como hemorraginas,
termo anteriormente utilizado para designar as toxinas proteoliticas, de agdo hemorragica,
presentes na peconha (GUTIERREZ et al., 2016). Ao longo dos anos, muitas SVMPs
foram isoladas e tiveram a sua estrutura elucidada, possibilitando o agrupamento destas
proteinas em classes, segundo a presenca de determinados dominios estruturais apos o
seu processamento pos-traducional. As SVMPs da classe PI apresentam apenas o dominio
metaloproteinase em sua estrutura. A classe PII contém um dominio disintegina adicional
em sua extremidade C-terminal. Por fim, as SVMPs da classe PIII apresentam o dominio
catalitico metaloproteinase N-terminal, acrescido de um dominio tipo-disintegrina e um
dominio rico em cisteinas. Algumas metaloproteinases da classe PIII, podem ainda conter
dominios tipo-lectina associados ao dominio rico em cisteinas. 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
proteinas, que possivelmente devem resultar de uma modificacdo pos-traducional das

SVMPs da classe P-11I (FOX & SERRANO, 2005; FOX & SERRANO, 2008).
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Figura S - Representacio esquematica do modelo proposto para a classificacio das SVMPs,
segundo a presenca de determinados dominios em sua estrutura
As SVMPs sdo sintetizadas na pegonha das serpentes como precursores latentes, passando por modificagdes
pos-traducionais, que incluem, por exemplo, a remogdo proteolitica de um ou mais de seus multiplos
dominios. P. pré-dominio. Pro: pro-dominio. Proteinase: dominio metaloproteinase. Dis: dominio
disintegrina. Dis-like: dominio tipo-disintegrina. Cys-rich: dominio rico em cisteinas. Lec: dominio ligante
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de lectina. S: regido espagadora. Fonte: imagem original de FOX, J.W.; SERRANO, S M.T. Insights into
and speculations about snake venom metaloproteinase (SVMP) synthesis, folding and disulfide bond
formation and their contribution to venom complexity. FEBS Journal, v. 275, pp. 3016 — 3030, 2008,

A primeira SVMP da pegonha de B. jararaca isolada e caracterizada quanto a sua
sequéncia de aminoacidos, recebeu o nome de jararagina (em inglés jararhagin = Jarar —
referente a sua espécie de origem; hagin — indicando sua atividade hemorragica).
Constituida de 421 aminoacidos, a clonagem e a expressdo desta proteina possibilitaram
a identificag@o de algumas de suas caracteristicas, como sua massa molecular (47 kDa) e
a presenga de trés diferentes dominios em sua estrutura. Um dominio catalitico
metaloproteinase, dependente de zinco, um dominio tipo-disintegrina, com um motivo de
ligagdo ECD (Arg-Gly-Asp), e um dominio rico em cisteinas, estes ultimos necessarios a
interagdo da proteina junto ao colageno fibrilar e a integrina 031 (Figura 6). Vale ressaltar
que a jararagina purificada a partir da peconha de B. jararaca apresenta uma massa
molecular de 52 kDa, diferenga atribuida a possiveis glicosilagdes dentro do dominio
metaloproteinase, que podem ocorrer durante a sintese da toxina (PAINE et. al, 1992).
Devido a presenga dos trés dominios citados acima, a jararagina ¢ agrupada junto as

SVMPs da classe PIII (FOX & SERRANO, 2008).

Figura 6 — Estrutura tridimensional da SVMP Jararagina.

Nesta imagem sdo observados diferentes dominios ¢ subdominios, que compdem a estrutura desta toxina.
O dominio metaloproteinase ¢ visto em amarelo, o dominio tipo-disintegrinas, em rosa, ¢ em azul claro o
dominio rico em cisteinas. Além destes, ainda podemos evidenciar em laranja o sitio de ligagdo ao zinco,
em vermelho o epitopo de ligagdo ao coldgeno ¢ em azul escuro o fragmento JC76, responsavel pela
interagio desta molécula com a integrina o, (Figura extraida de TANJONI et a/. Different regions of the
class P-IIT snake venom metaloproteinase jararhagin are involved in binding to 21 integrin and collagen.
Toxicon, pp. 1098, 2010).
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A jararagina ¢ uma das SVMPs mais estudadas quanto aos seus impactos
fisiopatologicos, apresentando efeitos tanto sobre as manifestagcdes locais, quanto
sistémicas, decorrentes do envenenamento. Sua alta concentragdo na pegonha bruta e a
facilidade em seu processo de purificagdo, possibilitaram o seu uso extensivo na pesquisa
basica, permitindo a elucidagdo de inumeros mecanismos bioldgicos, bem como das
caracteristicas estruturais associadas as SVMPs e a subfamilia M12 de metaloproteinases
(MOURA-DA-SILVA & BALDO, 2012). Em modelos experimentais in vitro € in vivo,
a administragdo da jararagina mostrou-se capaz de alterar a expressao génica, a sintese de
mediadores, a morfologia, bem como, outros aspectos do comportamento celular, tais
como a migrag¢do, a proliferacdo, a sobrevivéncia ¢ a adesdo celular ao seu substrato

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

Em 1994, foi identificada na peconha de B. jararaca uma outra proteina com
estrutura similar a jararagina, constituida por uma sequéncia derivada da extremidade C-
terminal desta SVMP, resultante de um processo de autolise desta toxina. Esta nova
proteina consistia em apenas dois dominios, um dominio tipo-disintegrina, em sua
extremidade N-terminal, ¢ um dominio rico em cisteinas em sua extremidade C-terminal.
A jararagina-C (jar-C), como ficou conhecida, apesar de ndo possuir atividade
proteolitica, devido a perda de seu dominio metaloproteinase, era capaz de se ligar a
integrina a2f1 e desta maneira inibir a agregacdo plaquetaria mediada pelo colageno,

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

A jararagina-C foi agrupada junto as proteinas disintegrinas e tipo-disintegrinas,
presentes na peconha das serpentes, grupo de polipeptideos de baixa massa molecular,
ricos em residuos de cisteina e capazes de inibir a agregagdo plaquetéria de forma rapida
e eficiente. As disintegrinas da peconha das serpentes podem ser divididas em dois grupos
de acordo com sua estrutura e funcdo. Estruturalmente, podem ser agrupadas em
monomeéricas e diméricas. As primeiras sdo agrupadas de acordo com o tamanho de sua
cadeia polipeptidica e o nimero de cisteinas em disintegrinas curtas (8 cisteinas), médias
(12 cisteinas) e longas (14 cisteinas). J& as disintegrinas diméricas possuem 10 residuos
de cisteina em cada subunidade. Funcionalmente sdo classificadas segundo o padrao
tripeptidico presente no motivo de ligacdo as integrinas-alvo (MARCINKIEWISK,
2013).

Apesar da auséncia do dominio metaloproteinase em sua estrutura proteica, a

jararagina-C também ¢ capaz de incitar muitos dos efeitos observados apds a



29

administracdo da jararagina. Em modelo in vivo, Clissa e cols. (2006) analisaram a
importancia dos diferentes dominios destas moléculas sobre o recrutamento de leucocitos
no musculo cremaster de camundongos. A injecao local da jararagina-C, assim como da
jararagina, foi capaz de aumentar o namero de leucocitos em rolamento sobre a parede
das vénulas pods-capilares deste tecido. Ainda nesse trabalho, a administracao da Jar-c
levou a um aumento da sintese de citocinas envolvidas na resposta inflamatdria (TNF-a,
IL-1B e IL-6), apds sua administragdo nas patas destes roedores, evidenciando o papel
dos dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas sobre a inflamag¢do local observada

ap6s um acidente ofidico.

Também na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos, Zychar e
cols. (2019) demonstraram um aumento no nimero de leucécitos, apos a administragao
de 3 diferentes toxinas, a BnP1, uma SVMP da classe P-1, a jararagina e a jararagina-C,
mostrando, mais uma vez, que a presenca do dominio metaloproteinase na estrutura
proteica ndo ¢ um fator preditivo para o recrutamento de leucocitos 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 laboratorio, utilizando o modelo
de inflama¢do crdnica 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
catalitica) foram capazes de modular os componentes da resposta inflamatoria e dos
processos de angiogénese e fibrogénese avaliados, mostrando a participagdo dos
dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas nos efeitos bioldgicos provocados pelas

SVMPs (FERREIRA et al., 2019).

Em nosso laboratdrio, avaliamos ainda os efeitos de outras disintegrinas, tais
como a disintegrina recombinante DisBa-01 e a proteina tipo-disintegrina Alternagina-C
(Alt-C), avaliadas quanto aos seus efeitos sobre formacdo do tecido fibrovascular
induzido pelas matrizes de esponja. A DisBa-01 liga-se preferencialmente a integrina
avPs, enquanto a Alt-C, assim como a Jar-C, tem maior afinidade pela integrina o2f;.
Ambas as toxinas foram capazes de atenuar os parametros inflamatorios e angiogénicos
avaliados, apresentando, no entanto, efeitos distintos quanto a deposicao de colageno

(CASSINI-VIEIRA et al., 2014; RABELO et al., 2019).
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Além de apresentarem uma maior afinidade pela integrina a»f1, a jararagina-C e
a alternagina-C compartilham de 92% de similaridade em sua sequéncia de aminoacidos.
Trabalhos tanto in vitro quanto in vivo t€ém demonstrado os efeitos da Alt-C sobre a
modulagdo de diferentes comportamentos celulares, incluindo a migracao, a adesao, a
proliferagdo e a sintese de mediadores soliveis envolvidos em diferentes processos
(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003; COMINETTI, 2004; RAMOS et al., 2007). Em
um modelo de cicatrizagdo de feridas excisionais in vivo, o tratamento com a Alternagina-
C foi capaz de acelerar o processo de reparo, incitando a formacdao de novos vasos
sanguineos, a secre¢ao de citocinas pro-angiogénicas (ex.: fator de crescimento do
endotélio vascular, VEGF; fator de crescimento fibroblastico 1, FGF1), a proliferagdo de
fibroblastos e a deposi¢do 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 proteina
tipo-disintegrina em um modelo de cicatrizagdo in vivo, pois acreditamos que ela possa
funcionar como um possivel agente terapéutico, por meio da modulacdo de importantes
fases e eventos envolvidos no processo de reparo, como a angiogénese, a inflamacao e a
deposicao de colageno, uma vez que a integrina oo estd presente em varias células
envolvidas nesses processos. Esse estudo ¢ importante ndo apenas como uma
possibilidade terapéutica para o reparo, como também para a melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos nos processos de inflamagdo, angiogénese e reparo tecidual, que

possam ser influenciados pela sinalizagdo mediada pela integrina o1,
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2 — Objetivos

O objetivo geral deste projeto foi avaliar os efeitos da jararagina-C, uma proteina tipo-
disintegrina da pegonha de Bothrops jararaca, em um modelo pré-clinico de cicatrizagdo
de feridas cutaneas excisionais. A partir disso, tivemos como metas, estabelecer se essa

molécula ¢ capaz de:
(1) modular o componente inflamatdrio,
(2) modular o componente angiogénico e

(3) modular o componente fibrético durante o reparo tecidual em feridas cutaneas

excisionais em camundongos.

Os objetivos especificos foram:

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

cutaneas excisionais;

(2) Avaliar, por meio de pardmetros (imuno)bioquimicos, histolégicos e de biologia
molecular, os efeitos da jararagina-C sobre a inflamagao, a angiogénese e a deposi¢do de
coladgeno, bem como a producdo de citocinas importantes para esses processos durante a

cicatrizagao de feridas cutaneas excisionais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Obtencao da pegonha

A Jararagina-C foi purificada a partir da pegonha de Bothrops jararaca pelos
principios cromatograficos de interagdes hidrofobica e de troca idnica, 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 alcancar o nivel de pureza necessario para a realiza¢ao de nossos experimentos uma
segunda etapa de purificacdo em coluna de troca i0nica foi realizada sob as mesmas
condigdes (PAINE et al., 1992; MOURA-DA-SILVA et al., 2003). A concentragao total
de jararagina-C foi calculada pelo método de Bradford e sua pureza analisada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE), descartando assim a incerteza
quanto a presenca de contaminantes. A atividade bioldgica da proteina foi confirmada
com ensaios de inibicdo da agregacdo plaquetdria induzida por colageno 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 Comissio de Etica
na Utiliza¢do de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (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 Uberlandia. Os animais foram mantidos no
Depositario de Animais do Departamento de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de
Ciéncias 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

agua e racgdo (ad libitum).

3.3 — Modelo de cicatrizag¢ao de feridas excisionais.
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Para o estudo dos efeitos do tratamento intradérmico com a toxina durante a
cicatrizagdo, foram realizadas quatro feridas equidistantes no dorso dos camundongos,
com o auxilio de um punch circular de bidpsia cirirgica de 5 mm. Para isso, 0s animais
foram anestesiados com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),
aplicada via intraperitoneal, ¢ submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal com
alcool 70% (v/v). As feridas foram criadas através do pressionamento da pele com o
auxilio do punch (Figura 7). A mensuragdo da area das feridas, para o acompanhamento
da cinética de cicatrizagdo, foi realizada com o auxilio de um paquimetro digital,
iniciando imediatamente apds a indugdo das mesmas (dia 0, area 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 calculo da area da ferida foi realizado segundo a seguinte

equagao:

didmetro maior didmetro menor
- [( 2 ) ( 2 ) X ”]

Onde: A = area mensurada

n=23,14

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

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

A
% de fechamento = [1 - (A_{)r)] X 100

Onde: Ar= Area da ferida mensurada em um intervalo de tempo.

Ao = Area inicial da ferida, mensurada apos a sua indugao.

Nos intervalos de tempo de 1, 3, 7, 10 e 14 dias, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico com tiopental (Thiopentax ®, Cristalia). Para as andlises
histologicas, bioquimicas e moleculares, a regido da ferida junto da pele em seu entorno

foram coletadas com o auxilio de um punch de bidpsia 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 apos a lesao.

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 1 dia ap6s a lesdo.

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

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 3 dias ap0s a lesdo.

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

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 7 dias apos a lesao.

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

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 10 dias apo6s a lesdo.

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 14 dias ap6s a lesdo.

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 14 dias apo6s a lesao.

Cada uma das quatro feridas realizadas no dorso dos animais recebeu 10 pL das
substancias testadas, aplicados em 4 pontos equidistantes nas bordas das feridas (2,5 pL
por ponto), com o auxilio de uma seringa Hamilton conectada a uma agulha gengival
longa. Durante o tratamento os animais foram sedados com anestésico inalatdrio
isoflurano (Isoflorine ® Cristalia, Brasil), permitindo a administragdo intradérmica da

molécula.

A administrag¢do 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 granulagao induzido por implantes de esponja

de poliéster-poliuretano. Neste modelo, a formagao de um tecido fibrovascular possibilita
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a avaliagdo concomitante e in vivo de processos também observados durante a
cicatrizagdo (inflamacdo, angiogénese e a deposi¢do de colageno). Observamos com este
estudo a capacidade da jararagina-C em modular tais eventos, como a atividade
leucocitaria nos implantes, a secregdo de citocinas associadas com a formagdo de novos
vasos sanguineos e com a fibrogénese, além de uma maior deposi¢do de colageno nos
implantes tratados com esta proteina. As feridas foram coletadas nos tempos pré-
determinados acima, pois dessa maneira, conseguiriamos observar o comportamento de
processos como a inflamagdo, a angiogénese e a deposi¢do de colageno, durante todas as
fases do processo de cicatrizagdo. A figura 8 abaixo esquematiza o delineamento

experimental mencionado neste paragrafo.

Inducio das Periodo de transi¢do entre as
feridas fases inflamatéria e de proliferagio
Fase inicial da Fase tardia da Fase proliferativa e de
resposta inflamatéria  resposta inflamatéria remodelamento da ferida
A A A
[ Vo A 4 \
12 dia 32dia 72 dia 102 dia 142 dia
DIAO
20 camundongos 20 camundongos 20 camundongos 20 camundongos 20 camundongos

G B g am
Para cada tempo experimental foram utilizados 10 animais controle,com

PBS, e 10 animais tratados com a Jar-C

10 pl aplicados em 4 pontos
(2,5 ul por ponto de aplicagdo)
Aplicagdes diarias

200ng de Jar-C (Ferreira e cols. 2018)

Figura 8 — Representacao grafica do delineamento experimental utilizado.

Além dos grupos descritos na tabela, ainda realizamos o tratamento intradérmico
com a metaloproteinase jararagina, precursora da Jar-C, e também com a jararagina apos
aincubacdo desta com o agente quelante 1-10 fenatrolina (Jar-Phe), responséavel por inibir
sua atividade catalitica. A administragdo destes compostos, entretanto, ndo alterou a
velocidade de cicatrizagdo das feridas excisionais, embora alguns dos eventos avaliados,
tais como a inflamag@o, a angiogénese e, principalmente, a deposi¢do de colageno,

tenham apresentado diferengas entre os tratamentos (APENDICE)
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3.5 — Dosagem de hemoglobina

O conteudo de hemoglobina nas feridas foi dosado a partir da técnica de Drabkin
como um método indireto para avaliacdo da neovascularizagao das mesmas (PLUNKET
& HAILEY, 1990; HU et al., 1995). As amostras, neste caso 'z ferida por animal, foram
pesadas e homogeneizadas em ImL de reagente cromogénico especifico para
hemoglobina (kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest, Brasil) e, em seguida,
centrifugadas por 40 minutos a 12.000 x g a 4 °C. Parte do sobrenadante foi coletado e
filtrado em filtros de 0,22 um (Millipore). A quantifica¢do do contetido de hemoglobina
foi realizada tendo como base uma curva-padrdo de concentragdes conhecidas. 200 pL
das amostras e dos pontos da curva foram transferidos em duplicata para placas de 96
pocos. A concentragdo de hemoglobina foi calculada a partir da absorbancia das amostras
em comprimento de onda de 540 nm e os resultados expressos em pg de Hb por mg de

peso umido de tecido.

3.6 — Avaliagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase ¢ uma heme-peroxidase presente em grande quantidade no
interior dos granulos azurofilos de neutréfilos, liberada para dentro dos fagolisossomos
ou para o espaco extracelular durante a resposta inflamatoria. O contetido deste marcador
foi avaliado nas amostras de - ferida de cada animal, utilizando a técnica de Bradley e
cols. (1982). As amostras foram pesadas, homogeneizadas em 2 mL de tampao fosfato de
sodio (pH 5,4) e, em seguida, 300 uL do homogenato foram transferidos para um novo
microtubo (eppendorf) de 1,5 mL. A esta solu¢do foram acrescentados 600 uL. de HTAB
(Brometo de Hexadeciltrimetilamonio — Sigma) 0,5% p/v diluido em tampao fosfato pH
5,4. Em seguida, as amostras foram sonicadas por 20 segundos e submetidas a 3 ciclos de
congelamento rapido em nitrogénio liquido e aquecimento em banho-maria. Apos este
processo, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C e 200 pL do
sobrenadante utilizados para o ensaio de atividade enzimatica. A reacdo seguiu a seguinte
ordem, em um microtubo (eppendorf) de 1,5 mL foram adicionados 100uL de peréxido
de hidrogénio 0,003%, em seguida, 100 uL. de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine -
Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulfoxido — Merck) e por fim os 200 pL do

sobrenadante da amostra. O tempo da reagdo foi cronometrado e padronizado em 1
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minuto. Apos este intervalo a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 100 pLL de H>SO4
(acido sulfurico — Merck) a 4 M. Em seguida, foram adicionados 200 pL a placa de 96
pogos ¢ a leitura espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados foram expressos em indice de MPO (Absorbancia em D.O./g de peso umido

do implante).

3.7 - Avaliagao da atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A n-acetil-B-D-glicosaminidase ¢ uma enzima lisossomica produzida por
macrofagos ativados. A quantificagdo desta enzima por meio da técnica de Bailey (1998)
e adaptada por Barcelos e cols. (2005), foi utilizada como um marcador indireto da
presenca destas células junto da ferida em cicatrizagdo. Apds a eutanasia dos
camundongos foram coletadas > ferida de cada animal, estas foram pesadas e entdo
homogeneizadas em 2,0 mL de solucao 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 a4 °C e o
sobrenadante utilizado para o ensaio de avalicao da atividade enzimatica. Em uma placa
de 96 pocos foram adicionados 100 pL das amostras em duplicata, nas quais foram
adicionados 100 pL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glicosaminida— Sigma),
diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5, incubadas a 37°C durante 30 minutos. Apos
este tempo, foram adicionados 100uL de tampao glicina 0,2M, pH 10,6 e a absorbancia
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 padrao de p-
nitrofenol avaliada paralelamente. O p-nitrofenol € o produto cromdgeno da reagdo entre
p-nitrofenol-nacetil-B-D-glicosamina com a n-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Os

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

3.8 - Avaliagao da producao de colageno soluvel

A producdo de colageno nas amostras de 2 feridas foi quantificada
colorimetricamente baseada na reacdo de formacdo do complexo colageno-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 solugdo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1%. Em
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seguida, os debris foram removidos pela centrifugagao a 6000 x g por 10 minutos a 4 °C.
50uL do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos (eppendorf) de 1,5 mL
e a estes foram adicionados 50 pL do reagente Picrossirius Red. Apds 30 minutos de
incubagdo em temperatura ambiente o complexo coldgeno-picrosirius red foi separado
por centrifugacdo a 10.000 x g durante 15 minutos, em seguida lavado com etanol € o
complexo coldgeno-corante reconstituido em Iml de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A
absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas. A quantidade de
colageno em cada amostra foi determinada através da comparac¢ao de uma curva padrao
utilizando-se padrao de coldgeno (Merck) e os resultados expressos em pg de colageno

por mg de peso timido de tecido.

3.9 - Dosagem de citocinas e quimiocinas

Para a avaliacdo das citocinas TNF-a, [FN-y, CXCL-1, CCL-2/JE/MCP-1, VEGF,
bFGF e TGF-B1 envolvidas nos processos de inflamagdo, angiogénese e fibrogénese,
utilizou-se o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA - enzyme-linked
immunosorbent assay). Apos a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi congelado
em freezer a —20°C para posterior dosagem de citocinas. Placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com 100 pL/poco de solucao de anticorpo monoclonal anti-camundongo
para a citocina em analise e incubadas a 4°C overnight. Em seguida, fez-se a lavagem da
placa quatro vezes com 300 pL/poco com Tween 20 0,05% em PBS, pH 7.,4.
Posteriormente, foi adicionado na placa, o tampao de bloqueio (5% BSA em PBS, pH
7,4), seguido de incubagdo por 2 horas. Apds nova etapa de lavagem, foram adicionados
aplaca, 100 uL/pogo dos padroes e das amostras, em seguida as placas foram novamente
incubadas a 4 °C overnight. Apds nova lavagem das placas, foram adicionados 100
uL/poco de solugcdo de anticorpo (biotinilado anti-camundongo) para a citocina em
questdo. As placas foram incubadas por 2 horas. Apds lavagem, foram adicionados 100
uL/poco de solucdo de estreptavidina-HRP e incubadas por 20 minutos. Apds nova
lavagem, foi realizada a reacdo cromogénica com o substrato TMB (TMB - Sigma), 100
uL/pogo diluido em tampao citrato (acrescido de H2O2 30 v/v), pH 5,0. Em seguida, as
placas foram incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos. A reacao foi interrompida com
a adicdo de 50 puL/pogo de H>SO4 1M e as placas analisadas em O.D. 540nm. Todos os

passos de incubacdo (exceto aqueles overnight) foram feitos a temperatura ambiente. A
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concentracdo da citocina de cada implante foi calculada a partir de uma curva padrao e
os resultados expressos em concentragdo de proteina (pg/mL) por implante. Para a analise
da citocina TGF-1, as amostras foram previamente ativadas adicionando HCI 1 mol/L a
um volume de cinco vezes da amostra, misturado e incubando por 10 minutos a
temperatura ambiente, em seguida foram adicionados NaOH 1,2N/HEPES 0,5 mol/L (na

mesma quantidade de HCI) para neutralizar a reacao

3.10—-RT-PCR

3.10.1 — Coleta do material para analises moleculares

ApOs a eutanasia dos animais, as feridas e a pele ao seu entorno, foram removidas
com o auxilio de um punch de bidpsia de 8 mm e cortadas perpendicularmente em duas
metades. A uma destas metades foram imediatamente adicionados 750 pL do reagente
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), para a extracio do RNA. Em seguida, as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em ultrafreezer, a

temperatura de -80 °C, até o momento das andlises moleculares.

3.10.2 — Extracao do RNA

A extragdo do RNA ocorreu segundo as orientagdes do fabricante. As amostras
foram descongeladas em gelo e homogeneizadas com o auxilio de um homogeneizador
de tecidos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio para cada 750 puL de
Trizol. Foi realizada a agitacdo em vortex durante 15 segundos e apoOs 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 4°C. Apos a
centrifugacao a fase aquosa, localizada na por¢ao superior do tubo e contendo o RNA, foi
transferida para um novo microtubo, no qual foram adicionados 500 puL de isopropanol.
As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, apos este
intervalo, centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e ao pellet remanescente foram adicionados 750 pL de etanol 75% v/v. As amostras
foram novamente centrifugadas, desta vez a 7500 g durante 5 minutos por 4 °C. Apos o

descarte do sobrenadante, os tubos foram deixados abertos até a secagem completa dos
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pellets que, por fim, foram diluidos em 25 pL de 4gua DNAase ¢ RNAase-free. Apos a
extragdo, a qualidade do RNA foi confirmada por meio de um gel de eletroforese em
agarose 1,5%. Em seguida, a quantificagdo das amostras de RNA foi realizada por meio
do aparelho NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). A quantificagao foi realizada por meio
da absorcao em comprimento de onda de 260nm, utilizando 2ul da amostra pura. A
concentragdo final foi fornecida em ng/puL e a pureza do RNA foi avaliada pela correlagdo

260/280 (RNA/proteinas).

3.10.3 — Sintese de cDNA

Em um microtubo foram adicionados 2,0 pug de RNA, 0,5 pg do primer Oligo dT
e agua livre de nucleases até o volume final de 15 pL. As amostras foram incubadas por
5 minutos a 70°C para permitir a hibridizacdo do primer e, posteriormente, mantidas no
gelo. Em seguida, em cada uma das amostras, foram adicionados 10 pL. de uma mistura
de reagentes contendo uma concentragao final de 10 mM de cada ANTP, 5X do tampao
de reacdo da enzima, 200U da enzima transciptase reversa (M-MLV RT, Promega) 25
unidades de RNasin e dgua livre de nucleases para um volume final de reacdo de 25 pL.
As amostras foram incubadas por 1 hora a 37 °C, permitindo a transcri¢do reversa do

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

310.4 — PCR em tempo real

Para a realizagdo da técnica de PCR em tempo real utilizamos sondas Tagman
para andlise da expressao de tnf-o (Mm.PT.58.12575861), ccl2 (Mm.PT.58.42151692),
iNOS (Mm.PT.58.43705194), Mrec-1 (Mm.PT.58.42560062), Argl
(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 reacdo de PCR, foi utilizado 1 pL de cDNA em volume final de 10 pL,
contendo 5 pL de PrimeTime Gene Expression Master Mix 2X (Integrated DNA
Technologies, EUA), 0,25 uL da sonda do gene normatizador (b2m), 0,25 uL da sonda-
alvo e 3,5 uL de agua livre de nucleases. A amplificagdo foi realizada em aparelho

termociclador StepOne PCR System (Applied Biosystems, EUA). As condi¢des para
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amplificacao foram as seguintes: 95 °C por 3 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60 °C por 1 minuto. Para a analise, uma relagdo comparativa entre os ciclos de reacdo (Ct)
foi utilizada para determinar a expressdo génica em relacdo ao controle b2m
(constitutivo). Os resultados foram obtidos com o auxilio do software StepOne PCR
System versao 2.3 (Applied Biosystems, EUA). Os dados foram analisados utilizando-se
a seguinte formula: AACt = o valor de calibragdo encontrado através da subtracido das
médias do Ct do grupo controle. Em que ACt = Ct do gene alvo — Ct do gene constitutivo

do camundongo (b2m).

3.11 — Analises Histologicas

Apos a eutandsia, 2 ferida proveniente do dorso de cada animal foi fixada em
solugdo metacarn (60% v/v metanol, 30% v/v cloroféormio e 10% v/v acido acético) por
um periodo minimo de 4 horas em geladeira. Em seguida, as amostras foram submetidas
as etapas de desidratacdo, diafanizagdo e inclusdo em parafina. Apo6s a confecgdo dos
blocos histologicos, os mesmos foram submetidos a microtomia (MICROM/HM-315)

para a obten¢do de sec¢cdes com Spum de espessura.

A visualizagdo geral da estrutura do tecido em cicatrizagdo, bem como a
quantificagdo do nimero de vasos sanguineos, foi realizada a partir dos cortes
histologicos corados com tricromico de gomori. Os vasos considerados para esta
contagem eram aqueles com lumen e endotélio visiveis, com ou sem eritrocitos em seu
interior. Para esta avaliagao foram obtidas imagens de 15 a 20 campos aleatorios na regiao
do tecido em cicatrizagdo, capturadas com o auxilio de um microscopio LEICA ICC50

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

A quantificacdo de mastocitos foi realizada nos cortes corados com azul de
toluidina. Tais células sofrem um fendmeno conhecido como metacromasia, onde os seus
granulos coram-se em purpura/violeta, devido a alta concentragcdo de radicais acidos
presentes em glicosaminoglicanos como a heparina (SRIDHARAN & SHANKAR,
2012). Para a realiza¢dao desta quantificagdo foram obtidas imagens de 15 a 20 campos,
padronizados segundo o intervalo de tempo avaliado, capturadas com o auxilio de um

microscopio LEICA ICC50 (objetiva de 40X e ocular de 10X).
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Por fim, a quantificagdo e observagao da organizagdo das fibras de colageno na
foram avaliadas nos cortes histoldgicos corados com picrossirius red. Para isso, foram
realizadas entre 5 e 10 capturas em campos aleatérios do tecido em cicatrizacdo,
padronizado segundo o intervalo de tempo. As imagens foram obtidas utilizando um
microscopio Nikon TS 100 com e sem o uso de um filtro de polarizagao (objetiva de 20X
e ocular de 10X). Sob a luz polarizada ¢ possivel a diferenciagdo entre as fibras de
colageno do tipo I (marcadas em vermelho), as fibras de coldgeno do tipo III (marcadas
em verde) e as areas de sobreposi¢ao (em amarelo/laranja) (JUNQUEIRA, BIGNOLAS
& BRENTANI, 1979). As imagens foram digitalizadas com o auxilio do sistema de

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

3.12 — Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (e.p.m). A
comparagdo entre os grupos foi feita utilizando-se o teste ¢ de Student, dados nado
pareados, quando os dados consistiam de apenas dois grupos. A comparacdo entre 0s
grupos nos experimentos de cinética foi realizada pelo teste estatistico two-way ANOVA,
para verificar interacdes entre as varidveis independentes tempo e grupos, sendo utilizado
o pos-teste de Bonferroni. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes. A
avaliacdo estatistica e a construc@o dos graficos foram realizadas no programa GraphPad

Prism 7.
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4. RESULTADOS
4.1 O tratamento com a jararagina-C acelerou o fechamento das feridas cutaneas

O fechamento das feridas cutaneas foi avaliado macroscopicamente, com o
objetivo de averiguar a influéncia do tratamento intradérmico com a proteina tipo-
disintegrina jararagina-C sobre este processo (Figura 9A). A porcentagem de fechamento
das feridas foi calculada através da mensuragdo da area da ferida, logo apos a sua indugdo,
e no 1° 3° 7° 10° e 14° dia apos a lesdo inicial. Nos animais tratados com a proteina
jararagina-C, as feridas apresentaram um aumento da taxa de fechamento no 3°
(**p<0,01), 7° (**p<0,01), e 10° (**p<0,01) dia do processo de cicatrizagdo, quando
comparadas ao grupo controle (PBS) (Figura 9B).

Dia 0 Dia l Dia 3 Dia7 Dia 10 Dia 14
A)
PBS

Jar-C |

D

100+ 0,5 cm

- Control
- Jar-C

20' /,

Fechamento da ferida (%)

=]
L

0 1 3 7 10 14
Dias apds a indugdo da ferida

Figura 9 - O tratamento com jararagina-C acelerou o fechamento das feridas excisionais.

(A) Analise macroscdpica do fechamento das feridas nos grupos controle (PBS) ¢ tratado (Jar-C). (B)
Representagdo grafica da porcentagem de fechamento das feridas. Os dados foram apresentados como a
média + ep.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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4.2 - Avaliacao da produgao de mediadores pro-inflamatorios durante o processo de
cicatrizagao.

Durante a cicatrizagdo, as etapas constituintes deste processo sdo coordenadas
pela liberacao de citocinas, responsaveis por uma ampla variedade de efeitos biologicos.
A resposta inflamatdria, orquestrada por alguns destes mediadores, pode, no entanto,
prolongar-se, provocando atrasos no reparo tecidual. Nos animais tratados com a
jararagina-C, os niveis de TNF-a se mantiveram inferiores aqueles observados no grupo
controle, na maior parte do intervalo de tempo avaliado, desde o 1° até o 10° dia apds a
lesdo inicial (3°diap < 0,001, 10°diap <0,01) (Figura 10A). Ja a citocina [FN-y, bastante
correlacionada a ativacdo de macréfagos M1 no leito da ferida, parece ter sua sintese e
liberagdo antecipadas, apds o tratamento com a Jar-C, cujas feridas apresentaram maiores

niveis deste mediador no primeiro dia apds a lesdo (p < 0,001) (Figura 10B).

Os niveis de CXCL-1, quimiocina associada ao recrutamento de neutrofilos,
mostraram-se menores nas feridas dos animais tratados com a toxina, no 1° e 7° dia do
processo de cicatrizagdo (p < 0,05) (Figura 10C). Além disso, no 3° dia apds a lesdo,
durante o pico de secrecio da quimiocina CCL2/JE/MCP-1, associada com o
recrutamento de mondcitos a partir da circulagdo sanguinea, o tratamento com a
jararagina-C levou a reducdo dos niveis mensurados desta quimiocina (p < 0,01) (Figura
10D). Nas feridas de ambos os grupos de animais, observou-se durante a cinética de
producao destes mediadores, a mensuracao de maiores concentragdes durante o inicio da
cicatrizacdo, correspondente a fase inflamatoria deste processo, com consequente redu¢do
dos mesmos até o 14° dia apds a indugdo das feridas. Estes resultados sugerem que o
tratamento com a jararagina-C possa atenuar a sintese de mediadores pro-inflamatorios

durante processo de cicatrizacgao.
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Figura 10 - Cinética da sintese de citocinas pré-inflamatorias nas feridas de camundongos tratados
com a jararagina-C, durante o processo de cicatrizacio

Perfil da sintese de (A) TNF-a, (B) IFN-y, (C) CXCL-1 e (D) CCL2/JE/MCP-1 nas feridas de animais do
grupo controle (PBS), ou tratados com a proteina tipo-disintegrina jararagina-C (Jar-C), em diferentes
intervalos de tempo apds a indugdo das lesdes. Os niveis 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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4.3 - Avaliacao do perfil de leucocitos nas feridas apds o tratamento com jararagina-C

O acumulo de neutréfilos e macréfagos nas lesoes, foi indiretamente mensurado
por ensaios bioquimicos, baseados na atividade das enzimas MPO e NAG, sendo a MPO
um marcador associado com a presenca de neutrofilos, e a NAG um indicador da presenca
de macrofagos ativados. Durante a cinética de cicatrizagdo, observou-se nas feridas
tratadas com a jararagina-C um atraso no acumulo de neutrofilos no leito da ferida nas

primeiras 24 horas ap6s a lesdo (Figura 11A).

Em relagdo ao conteudo de macréfagos, nos animais tratados com a Jar-C, foi
observada uma maior atividade da enzima NAG, no 1°, 7° ¢ 10° dia ap6s a inducao das
feridas (p < 0,05), quando comparadas com o grupo controle. Apenas no 3° apds a lesdo,
0 grupo controle apresentou niveis mais elevados deste marcador, apds atingir um pico
em relagdo ao conteudo destas células (p<0,01). No entanto, esse momento logo veio
acompanhado de uma crescente reducao da atividade enzimatica de NAG (Figura 11B).
Esses resultados sugerem que, ao contrario dos neutréfilos, o acimulo de macréfagos no

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

praticamente constante ao longo do periodo de tempo avaliado.

Por fim, para quantificarmos o nimero de mastdcitos na regido da ferida, sec¢des
histologicas do tecido em cicatrizagdo foram coradas com azul de toluidina,
possibilitando a observacdo da presenca destas células junto ao tecido, gragas ao
fendmeno da metacromasia (Figura 12 A-C). O nimero de mastocitos, vistos no tecido
de cicatrizagdo, ndo apresentou diferencas entre os grupos avaliados até o 3° dia apds a
inducdo da ferida. A partir do 7° dia, observou-se um aumento no nimero destas células
em ambos os grupos, porém de maneira mais acentuada no grupo controle, resultando em
uma reducao significativa do nimero destas células nas feridas dos animais tratados com

a jararagina-C (7° dia p < 0,05; 10° dia, p < 0,001; 14° dia, p < 0,05) (Figura 12D).
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Figura 11 - Cinética do infiltrado de leucécitos nas feridas de camundongos tratados com a
jararagina-C, durante o processo de cicatrizacio.
Mensuragdo da atividade das enzimas (A) mieloperoxidase (MPO) e (B) N-acetil-B-D-glicosaminidase
(NAG), marcadores indiretos do conteudo de neutrdfilos e macrofagos, nas feridas de animais do grupo
controle (PBS), ou tratados com a proteina tipo-disintegrina jararagina-C (Jar-C), em diferentes intervalos
de tempo apds a indugdo das lesdes. 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 ¢ ***p<0,001 (2-way
ANOVA).
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Figura 12- Cinética da concentracio de mastocitos nas feridas de camundongos tratados com a
jararagina-C, durante o processo de cicatrizacio.
Fotomicrografias das secgdes histologicas de feridas do 7° dia ap6s a lesdo e coradas com azul de toluidina.
Grupos (A) controle e (B) tratado. (C) Fotomicrografia em maior aumento evidenciando mastocitos
metacromaticos. (D) Representacdo grafica da cinética do contetido de mastocitos nas feridas dos animais
tratados com injeg¢des intradérmicas de PBS ou da Jar-C. As setas amarelas indicam os mastdcitos
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 redugao da expressao de genes

associados a macrofagos M1 e um aumento da expressdo de genes associados a
macrofagos M2.

Para caracterizar fenotipicamente a subpopulacao de macréfagos no 10° dia apos
a lesdo, durante a fase proliferativa do processo de cicatrizagdo, analisamos a expressao
génica para Tnf-a, CCL2 e iNOS, que caracterizam macrofagos classicamente ativados
(M1), e a expressdo génica para Mrc-1, Argl, FIZZ] e Tgm-2, que, por sua vez,

caracterizam macrofagos alternativamente ativados (M2).

A andlise da expressdo génica relacionada aos macrofagos M1 mostra que houve
uma redugdo na expressdo de TNF-a (p < 0,01) e iNOS (p < 0,05), bem como, uma
tendéncia a reducdo na expressdo de CCL2, nas feridas dos animais tratados com a
jararagina-C em comparacao ao grupo controle (Figura 14). O tratamento resultou ainda,
em uma maior expressdo dos genes Fizz-1 ¢ Tgm2, associados a macrofagos M2, sem

alterar, no entanto, a expressao de Mrc-1 e Argl, quando comparado ao grupo controle (p
<0,05)(Figura 13).
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Figura 13- A expressao relativa de genes associados ao fenétipo de macrofagos M1 é atenuada nas
feridas excisionais tratadas com a jararagina-C.
Niveis dos transcritos dos genes (A) Tnf-a, (B) CCL2 e (C) iNOS nas feridas coletadas no 10° dia apos a
lesdo inicial. A RT-PCR foi normalizada utilizando o gene b52m 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 ¢ de
student).
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Figura 14 - Genes associados ao fenétipo de macréfagos M2 encontram-se superexpressos nas
feridas excisionais tratadas com a jararagina-C.
Niveis dos transcritos dos genes (A) Mrc-1, (B) Argl, (C) Fizz-1 e (D) Tgm2 nas feridas coletadas no 10°
dia apos a lesdo 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 angiogénese durante a cicatrizacao
das feridas cutaneas.

O processo de angiogénese durante a cicatrizacao foi avaliado por meio da
quantificagdo de vasos sanguineos, em cortes histologico corados com tricromico de
gomori (Figura 15), pela quantificacdo do contetido de hemoglobina e pela dosagem dos
niveis de citocinas pro-angiogénicas pelo método de ELISA. Nos animais tratados com a
jar-C, a partir do 3° dia apds a indugdo das feridas, a média de vasos sanguineos observada
nas secgdes histologicas foi maior que a média observada no grupo controle,
permanecendo desta maneira até o término do experimento (3° dia, p<0,05; 7° dia p<0,01;
10° dia, p<0,001; 14° dia, p < 0,01) (Figura 16A). Assim como na andlise anterior,
também a partir do 3° dia, os niveis das citocinas VEGF (3° dia, p<0,05; 7° dia 0,001; 10°
dia, p<0,05) e FGF (1° dia, p<0,001; 3° dia, p<0,001; 7° dia, p<0,01; 10° dia p<0,05)
estavam aumentados nas amostras coletadas dos animais tratados com a jararagina-C,
quando comparados com o grupo controle até¢ o 10° dia apds a lesdo (Figura 16C e D).
Por fim, quando avaliado o contetido de hemoglobina, observou-se um aumento deste
marcador nas feridas dos animais tratados com a jararagina-C no 1° (p<0,05), 10° (p<0,01)

e 14° dia (p<0,001), quando comparado com o grupo controle (Figura 16B).
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Figura 15 — Fotomicrografia das seccdes histolégicas coradas com tricromico de gomori, utilizada
para quantificaciio de novos vasos sanguineos
Fotomicrografia representativa das secgdes histologicas coradas com tricrdmicro de gomori. (A)
Construgdo de imagens panoramica das feridas dos grupos PBS ¢ Jar-C, evidenciando a 4reca em
cicatrizagio (barra de escala 500um). Em seguida, (B) imagens do tecido de cicatrizaglio nos diferentes
intervalos de tempo em ambos os grupos experimentais (barra de escala 50um). Setas amarelas indicam os
vasos sanguineos observados nos tecidos.
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Figura 16 - Cinética dos parametros associados ao processo de angiogénese, avaliados apos o
tratamento com a jararagina-C, durante a cicatrizacio de feridas excisionais em camundongos
(A) Média de vasos sanguineos observados nas sec¢des histoldgicas coradas com tricromico de gomori,
durante a cinética de cicatrizagdo nos grupos controle (PBS) e tratado (Jar-C). (B) Quantifica¢do do
contetido de hemoglobina nas feridas apds o tratamento com PBS ou com a jararagina-C, durante o intervalo
de tempo avaliado. (C) Cinética da sintese das citocinas pro-angiogénicas FGF ¢ 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 deposigao de colageno, especialmente de fibras de coldgeno do tipo I, foi
aumentada nas feridas tratadas com a Jar-C.

Especialmente durante as fases de proliferacdo e de maturacdo do processo de
cicatrizagdo, a sintese de coldgeno € um evento importante para a integridade e o aumento
da resisténcia da cicatriz. Em nosso trabalho, a produgao e a deposi¢ao de colageno foram
avaliadas por meio da dosagem bioquimica do coldgeno soluvel, pela avalicdo das
laminas coradas com picrosirius red e pela quantificacdo dos niveis da citocina pro-

fibrogénica TGF-B1.

Nos grupos tratados com a toxina jararagina-C, a concentracdo do coldgeno
soluvel foi menor que a observada no grupo controle, no 1° (p<0,01) e 7° (p<0,05) dia
apos a lesdo. No entanto, no 14° dia, os niveis deste marcador estavam aumentados nas
feridas dos animais tratados com a jar-C (p<0,01) (Figura 17A). Nas laminas coradas pelo
picrosirius red, a quantificagdo da drea marcada no tecido, correspondente ao coldgeno
total depositado, foi maior nas feridas dos animais do grupo tratado, do 1° ao 10° dia apds
a indugdo das feridas (Figura 17B). Por fim, nas feridas tratadas com a Jar-C, os niveis
da citocina TGF-f1 foram maiores no 1° (p<0,01), 3° (p<0,01) e 10° (p<0,001) dia apos
a lesdo, quando comparados ao grupo controle. Na cinética de ambos os tratamentos,
observamos um pico da sintese desta citocina nas feridas coletadas ap6s 10 dias da lesdao

(Figura 17C).

A fim de avaliarmos o tipo de coldgeno predominantemente depositado, as
laminas coradas com picrosirius red foram também fotografadas sob um filtro de luz
polarizada (Figura 18). Por meio desta técnica, conseguimos distinguir as fibras de
colageno do tipo I (visualizadas em tons de vermelho) das fibras de coldgenos do tipo III
(coradas em verde), bem como, visualizar as areas de sobreposicdao destes constituintes
(vistas em tons de amarelo ou laranja). Nas feridas tratadas com a jararagina-C, apenas
no 14° dia apos a lesdo, observou-se um aumento significativo do conteudo de colageno
do tipo III, em relag@o ao grupo controle (Figura 19A). Contudo, a deposicdo de coldgeno
do tipo I, foi sempre maior ao longo de todo o intervalo experimental, nas feridas dos
animais tratados com a proteina (Figura 19B). A predominancia deste tipo de fibra, foi
observada também, pela razdo entre ambas, indicando um maior estimulo a sua produgao

pelo tratamento com a jararagina-C (Figura 19C).
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Figura 17- Cinética dos pariametros associados a deposicio de colageno, avaliados apés o

tratamento com a jararagina-C, durante o processo de cicatrizacio.
(A) Mensuragao da concentracdo de colageno soluvel durante a cinética de cicatrizagdo nos grupos controle
(PBS) e tratado (Jar-C). (B) Quantificagdo da area marcada nos cortes corados com picrosirius red,
correspondente ao colageno depositado, durante o intervalo de tempo avaliado. (C) Cinética da sintese da
citocina pro-fibrogénica TGF-B1, 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 ¢
***p<0,001 (2-way ANOVA).
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Figura 18 — Fotomicrografias da deposiciio das fibras de coldgeno do tipo I e das fibras de coligeno
do tipo III, apés o tratamento com a jar-C, durante a cicatrizaciio de feridas excisionais.
Fotomicrografia representativa das secgdes histoldgicas coradas com picrosirius red, sob filtro de luz
polarizada. (A) Construgdo de imagens panoramicas das feridas dos grupos PBS ¢ Jar-C, evidenciando a
area em cicatrizagdo (barra de escala 500um). Em seguida, (B) imagens do tecido de cicatrizagdo nos
diferentes intervalos de tempo em ambos os grupos experimentais (barra de escala S0um). Sob a luz
polarizada, as fibras de colageno do tipo III sdo marcadas em verde, jd a fibras de coldgeno do tipo I sdo
marcadas em vermelho. As areas de sobreposigdo entre estas fibras estdo marcadas em amarelo/alaranjado.
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Figura 19 - Analise da area de cicatrizacfdo das feridas quanto ao contetido de fibras de colageno do
tipo I e fibras de colageno do tipo 111

Cinética da deposi¢do de (A) fibras de colageno do tipo III e (B) fibras de colageno do tipo I, avaliadas a
partir das laminas coradas com picrosirius red e vistas sob um filtro de luz polarizada. (C) Razdo entre o
conteudo das fibras de colageno do tipo III pelo conteudo de colageno tipo I (III/I), nas feridas dos animais
do grupo controle (PBS) e dos animais tratados com a proteina 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. DISCUSSAO

As integrinas constituem uma familia de receptores transmembrana com a
capacidade de responder aos componentes e as propriedades fisicas da MEC. Desta
maneira, integram sinais do meio externo ao citoesqueleto da célula, interferindo sobre
diversos aspectos do comportamento celular. Da mesma maneira, respondem as
alteragdes do meio interno da célula, que as tornam mais receptivas a interagao junto aos
seus ligantes. (KIM, TURNBULL & GUIMOND, 2011; ASKARI et al., 2009; TIWARI
etal.,2011). Nesse contexto, as disintegrinas e proteinas tipo-disintegrinas, polipeptidios
nao-enzimaticos, isolados da peconha de serpentes e com capacidade de se ligarem a estes
receptores, surgem como uma estratégia para o estudo de uma diversidade de processos
fisiopatologicos, em que a sinalizacdo mediada pelas integrinas possa estar envolvida

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

Muitos dos mecanismos associados a cicatrizagao de feridas estdao sob a influéncia
e/ou regulacdo da sinalizacdo mediada por estes receptores (KOIVISTO et al., 2014).
Assim, estudos que visam a utilizagdo de moléculas, cujos alvos sejam as integrinas,
podem auxiliar na compreensao do papel destas glicoproteinas durante o reparo tecidual,
ou ainda em processos isolados, como na inflamag¢do, na angiogénese e na fibrogénese.
Além disso, podem contribuir para o desenvolvimento de novas terapias e/ou produtos

farmacologicos.

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez os efeitos do tratamento diario e
intradérmico com a proteina jararagina-C, uma proteina tipo-disintegrina, isolada da
peconha de B. jararaca, durante as diferentes fases e sobre os diferentes componentes do
processo de cicatrizagao de feridas excisionais em camundongos. As inje¢des diarias com
a jar-C foram capazes de acelerar a taxa de fechamento das feridas, além de modular a
resposta inflamatdria e aumentar a angiogénese e a deposi¢ao de colageno, especialmente

de fibras do colageno tipo I nos tecidos.

O processo de cicatrizagdo ¢ caracterizado por uma fase inflamatodria inicial em
resposta a identificagdo de sinais endogenos 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 inflamatdria,
leva a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios pelas células residentes teciduais,

culminando em alterag¢des vasculares e no efluxo de leucdcitos e proteinas plasmaticas a
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partir da circulagao sanguinea (MEDZHITOV, 2010). Nas feridas tratadas com a jar-C, a
sintese das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1 foi atenuada
pela administragdo intradérmica da toxina, em parte do intervalo de tempo analisado, em
especial, durante a fase inflamatoria do processo de cicatrizagdo. Tais citocinas agem
sobre a o recrutamento ¢ a ativagao de células inflamatorias (RIDIANDRIES, TAN &
BURSILL, 2018).

Na literatura, alguns trabalhos demonstraram o papel desta proteina tipo-
disintegrina sobre os eventos inflamatorios decorrentes do envenenamento. O aumento
da sintese de mediadores pro-inflamatérios apds o tratamento com a jar-C, foi
documentado em outros modelos experimentais in vivo (CLISSA et al., 2006,
FERREIRA et al.,2018). Esta discrepancia em relagdo aos nossos resultados pode ser
atribuida a diferenca entre os modelos experimentais utilizados. No trabalho de Clissa e
cols. (2006), outro importante fator a ser considerado é o tempo para a analise das
amostras tratadas com a jar-C, cujos niveis aumentados das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-
6, foram mensurados ap6s um curto intervalo da administra¢ao 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 sintese de mediadores inflamatorios. A
disintegrina recombinante Rhodostomina, por exemplo, cujo principal alvo ¢ a integrina
avP3, também reduziu a sintese de mediadores pro-inflamatorios (TNF- a, [L-1P 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
sobrevivéncia de camundongos, submetidos a um modelo de sepse polimicrobiana
induzida por ligadura e puncdo cecal, em parte devido aos efeitos anti-inflamatorios desta
disintegrina (HSU et al., 2016). Durante a inflamacdo cronica induzida por implantes
subcutaneos de esponja, o tratamento com a disintegrina recombinante DisBa-01, um
ligante a integrina avf33, foi capaz de atenuar a sintese destas mesmas citocinas avaliadas
em nosso trabalho (CASSINI-VIEIRA ef al., 2014). O mesmo aconteceu para a
Alternagina-C, capaz de se ligar a integrina o2P1, apos 9 dias consecutivos de injegdes

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

A reducdo destes mediadores foi acompanhada de alteragdes no perfil de
leucocitos junto as lesdes. Nas feridas dos camundongos tratados com a jararagina-C,

observamos um menor acimulo de neutréfilos, nas primeiras 24 horas apds a indugao das
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mesmas. Concomitante ao menor conteudo de neutrofilos, os niveis mensurados de
CXCL-1, importante agente quimiotatico para estas células (RIDIANDRIES, TAN &
BURSILL, 2018), também foram atenuados apds o tratamento com a Jar-C, no 1° e no 7°
dia apds a lesdao. Em ambos os grupos, o conteudo de neutrofilos se apresenta maior nas
primeiras horas da cicatrizacao, evidenciando o acimulo deste tipo celular durante a fase
aguda da resposta inflamatoria. Com o tempo estas células entram em apoptose, havendo
também uma redugao no recrutamento de novos neutr6filos MANTOVANI et al., 2011),

o que explica a queda na atividade da enzima mieloperoxidase.

Os neutrofilos, sdo as primeiras células a deixarem a circulagdo sanguinea em
dire¢do ao local da ferida (MEDZITHOV, 2010). Embora a ativagdo destas células seja
importante para a prote¢do do organismo, resultando na eliminagdo de patégenos e de
restos teciduais, os neutréfilos também sao fonte de uma série de substancias, que em
excesso, podem levar ao dano tecidual, contribuindo para o surgimento de feridas
cronicas (WILGUS, ROY & MCDANIEL, 2013). De fato, enquanto o acimulo e a
atividade exacerbada destas células podem prolongar a fase inflamatdria e atrasar o
processo de reparo (QIAN et al., 2015), a redugdo parcial ou a deple¢ao completa das
mesmas, ja 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 ¢ semelhante a da pele, a cicatrizagao
acelerada e com forma¢do minima de uma cicatriz, ¢ marcada por uma breve fase
inflamatoéria, caracterizada por um baixo conteido de neutréfilos (SZPADERSKA,
ZUCKERMAN & DIPIETRO, 2003; NIKOLOUDAKI, CREBER & HAMILTON,
2020).

Ainda no 1° dia apos a inducdo das feridas, o tratamento com a jararagina-C
resultou em um acimulo precoce de macréfagos. O aumento destas células foi
acompanhado por um pico na secre¢do da citocina IFN-y neste grupo. J4 nos animais
tratados com PBS (controles), observamos um maior acimulo destas células e niveis mais
elevados de IFN-y e da quimiocina CCL2/JE/MCP-1, responsavel pela quimiotaxia de

macrofagos, apenas no 3° dia apds a lesao.

A grande maioria dos macrofagos nos sitios inflamatorios ¢ oriunda do processo
de diferenciacdo de mondcitos, recrutados a partir da circulacdo sanguinea. Em resposta
a secrecao da citocina IFN-y, estes macrofagos passam por um processo de ativacao,

associado a um perfil pro-inflamatério (M1) (SICA & MANTOVANI, 2012). Além do
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seu papel sobre a ativacdo de macréfagos, esta citocina parece estar associada com a
resolugdo da fase aguda da resposta inflamatéria e pode contribuir com o reparo de feridas
cutaneas, como demonstrado em camundongos knockout para IFN-y, onde a deplecdo da
mesma resultou em um acumulo de neutréfilos e um retardo no fechamento das feridas
destes animais (KANNO et al., 2019). Cabe ainda ressaltar que, apos os primeiros dias
da cicatrizacao, os niveis desta citocina reduzem drasticamente, tanto no grupo controle,
quanto no grupo tratado, um evento importante dado o efeito anti-fibrogénico

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

O recrutamento de leucocitos, induzido pela administracdo da jararagina-C,
também foi demonstrado in vivo, apds a administragdo da mesma sobre o musculo
cremaster de camundongos, resultando e um aumento no numero de leucécitos aderidos
a parede vascular (ZYCHAR et al., 2020; CLISSA et al., 2006). Ferreira e cols. (2018)
também demonstraram um aumento da atividade de macréfagos em implantes

subcutaneos tratados com esta toxina.

O conjunto dos dados demonstrados, parece indicar que o tratamento com a toxina
possa estar acelerando a fase inflamatdéria do processo de cicatrizagdo, conclusdo
semelhante a de Sant’ Ana e colaboradores (2011) apds o tratamento de feridas excisionais
com a Alternagina-C. Em nosso trabalho, o tratamento com a jar-C levou a sintese
aumentada de IFN-y, associada atividade precoce de macrofagos, logo no primeiro
intervalo de tempo analisado, além de reduzir o contetido de neutrofilos e de outros
mediadores inflamatorios mensurados, inclusive os niveis de IFN-y, apds seu pico de

secrecao no 1° dia..

Contudo, nossos resultados mostram um actimulo persistente de macréfagos junto
ao tecido em cicatrizagdo. Dessa maneira, optamos por realizar a fenotipagem destas
células nas amostras coletadas no 10° dia ap0s a lesdo. As andlises de PCR em tempo real
demonstraram uma reducdo na expressao de genes associados a macrofagos
classicamente ativados (M1), e um aumento na expressdo de genes relacionados a

macrofagos alternativamente ativados (M2).

Enquanto a persisténcia de macrofagos M1 estd associada a cronificacdo da
resposta inflamatoria, a polarizacio M2 frequentemente leva a resolucdo da mesma,
resultando na ativagdo de processos associados com o reparo das lesdes, como a

angiogénese, a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e a sintese de novos componentes
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da MEC (SICA et al., 2015). A troca entre os fenotipos M1 e M2 ocorre apds a
estimulacdo por diferentes fatores, como por meio da acdo das citocinas IL-4 e IL-13 e
pela a fagocitose de restos de neutrdfilos apoptoticos (KIM & NAIR, 2019). Além disso,
em um estudo recente, Cha e cols. (2017) demonstraram in vitro a importancia da
sinalizagdo mediada pela integrina aoPi, durante a polarizacdo de macrofagos M2,
resultando inclusive em uma maior sintese de interleucina-10, importante mediador anti-

inflamatorio.

O tratamento com a Jar-C levou a redugao da expressao génica de iNOS e de tnf-
a, sendo este ultimo dado corroborado pela reducao dos niveis desta citocina, mensurados
por meio da técnica de ELISA. A redug@o da expressdo da iNOS esta associada a um
fenotipo pro-resolutivo de macrofagos, uma vez que altos niveis desta enzima estdo
relacionados com a geragdo de 6xido nitrico durante a resposta inflamatéria (LIND et al.,
2017). A expressao reduzida deste marcador, pode ser explicada pela alta concentragdo
de mediadores responsaveis pela resolu¢do da inflamagao, como o TGF-B1, importante
supressor da expressao de iNOS (SCHWENTKER et al., 2002). O 6xido nitrico ¢ 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 sintese de
colageno (WITTE E BARBUL, 2002). Embora n3o tenhamos observado nenhuma
alteragcdo na expressdo de Argl, estes dados, em conjunto, podem indicar uma maior

metabolizagdo da L-arginina por uma via pro-resolutiva.

Ja o gene Tgm2, cuja expressao foi aumentada apos o tratamento com a jar-C, ¢
responsavel pela geracdo da enzima transglutaminase tecidual 2, envolvida em processos
como a eferocitose, a angiogénese e a deposi¢ao de colageno, principalmente associada a
geragdo de TGF-B1 a partir da protedlise do TGF latente e presente no espago extracelular
(FALASCA et al., 2005; ELIGINI ez al., 2016; WANG et al., 2017). A transglutaminase
contribui ainda com a estabilizacdo da matriz extracelular, por meio da formagdo de
cross-links com seus componentes (VERDERIO, JOHSON & GRIFFIN, 2004). Ja a
expressao de Fizz, também aumentada apds o tratamento com a jar-C, estd geralmente
relacionada a um perfil de resposta imunoldgica Th2, associada a sinalizacdo mediada
pelas citocinas IL-4 e IL-13, inclusive sendo atenuada pela a¢c@o de indutores classicos do

fenotipo de macrofagos M1, como IFN-y e lipopolissacarideo (RAES et al., 2002).

Dessa maneira, podemos teorizar que, ao menos neste modelo e nas condi¢des

testadas, a jararagina-C poderia estar contribuindo para maior ativagdo de macrofagos
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M2, por meio da ligacdo a integrina 0231, ou pela indugao da sintese de outros mediadores,

favorecendo a resolugdo da inflamacao e o reparo tecidual.

Por fim, o tratamento com a jararagina-C ainda foi capaz de reduzir os niveis de
mastocitos integros no sitio da ferida, o que pode indicar uma maior ativacao destas
células ap6s o tratamento com a jar-C. Alguns estudos ja demonstraram a participagdo da
integrina o231 € também da sinalizagdo mediada pela subunidade 1, presente em outras
integrinas, durante os eventos de degranulacdo e sintese de mediadores por mastocitos.
(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 ativagao
mastocitaria. A taxa de degranulacdo dos mastécitos incubados com a toxina foi atenuada,
0 que, em comparagao aos nossos resultados, pode elucidar papéis distintos da sinalizagao
mediada por diferentes integrinas, ja que a echistatina contém um motivo RGD em seu

dominio de ligacdo e, desta maneira, pode diferir quanto sua integrina-alvo.

Apesar de frequentemente estarem associados a processos alérgicos, os mastocitos
também estdo envolvidos em uma série de respostas fisiopatologicas (LAURENTE &
HERMINE, 2013; KOMI, KHOMTCHOUK & SANTA MARIA, 2019; NG, 2010).
Durante a cicatrizagdo os mastocitos sao fonte e secretam uma série de mediadores que
podem contribuir em diferentes eventos deste processo (e.x.: EGF, bFGF, IL-4, VEGF,
TGF-B1, histamina, heparina e proteases). Dessa maneira, durante a fase proliferativa, os
mastocitos podem induzir a migragdo e a proliferacio de queratinocitos, células
endoteliais e fibroblastos, contribuindo com a re-epiteliaza¢do, a fibrogénese e a

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

A angiogénese ocorre a partir da ativacdo das células endoteliais de vasos pré-
existentes, em resposta aos fatores pro-angiogénicos, tais como as citocinas VEGF e FGF.
As células ativadas passam a secretar MMPs responsaveis pela degradacdo da membrana
basal, permitindo a formagao de brotos capilares na dire¢ao do tecido de granulacao em
formagdo (CARMELIET & JEIN, 2011; POTENTE & CARMELIET, 2017). O
tratamento intradérmico com a jar-C resultou no aumento dos pardmetros associados a
este processo, dentre estes o conteudo de hemoglobina, a média de vasos sanguineos
recém-formados e a sintese das citocinas VEGF e FGF, especialmente apds o 3° dia da

indugdo das feridas.
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Em um modelo in vivo de ensaio de plug de matrigel para analise da angiogénese,
os tratamentos com a proteina tipo-disintegrina Alt-C e com um peptideo sintetizado
tendo como base sua sequéncia, Alt-C PEP, mostraram-se capazes de modular a
proliferacdao de células endoteliais e a formagdo de novos vasos sanguineos de maneira
dose-dependente, estimulando-as quando nas menores concentragdes e inibindo-as em
concentragdes mais clevadas. Além disso, neste mesmo estudo, foi demonstrado o
aumento da expressao de VEGF e dos receptores para o fator de crescimento do endotélio
vascular, VEGFR-1 e VEGFR-2, em células HUVECs apds a administracdo da Alt-C e
de ALT-C PEP (RAMOS et al., 2007).

Cominetti e cols. (2004) mostraram que os efeitos pro-angiogénicos, observados
apos o tratamento com a Alt-C, podem resultar da ativacdo da integrina axf1 pela proteina.
A interagdo entre células endoteliais e a alternagina-C, ap6s um periodo de incubagdo de
15 minutos, elevou a fosforilagdo da via Akt/PKB, efeito similar ao da ativacao pelos
fatores angiogénicos. Esta via de sinalizacdo, por sua vez, estd envolvida com a
sobrevivéncia e a proliferagao das células endoteliais. Durante a cicatrizagao de feridas,
Sant’Ana e colaboradores (2008), demonstraram um aumento da densidade capilar nas
lesdes tratadas com esta mesma proteina. Neste trabalho, os autores demonstraram ainda,
uma maior sintese de fatores pro-angiogénicos, como VEGF, FGF-1 e TGF-B1, nos
tecidos coletados apds o tratamento com a Alt-C e com Alt-C PEP. J4 durante a
angiogénese inflamatéria induzida por implantes subcutineos de esponjas, a
administracao diaria e intra-implante da SVMP jararagina e da jararagina-C, também
resultou no aumento da sintese da citocina VEGF nas amostras coletados no nono dia

apods a impantagao cirurgica deste material (FERREIRA ef al. 2018).

Além da possivel modulacao da angiogénese pela ativagdo da integrina o231 apos
a administracdo da jar-C, a ativacdo de células tais como macrdfagos e mastocitos,
observada nas feridas tratadas com a toxina, também pode estar relacionado com o
aumento da angiogénese, pois, como dito anteriormente, estas células sdo fontes
importantes da liberagdo de mediadores pré-angiogé€nicos, tais como as citocinas

mensuradas.

A fase proliferativa ainda ¢ marcada pela migragao e pelo aumento do nimero de
fibroblastos no leito da ferida, evento conhecido como fibroplasia (GREAVES, 2013). A
fibroblasia ¢ induzida principalmente pela citocina TGF-B1, que também atua sobre a

resolucdo do processo inflamatdrio, sobre a sintese de coldgeno pelos fibroblastos e na
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indugdo da diferenciagdo destas células em miofibroblastos, evento importante para a
contracdo das feridas (LEASK & ABRAHAM, 2004). Nos animais tratados com a
jararagina-C, com exce¢do do 7° e do 14° dia ap6s a indugdo das lesdes, os niveis desta

citocina estavam mais elevados em comparacao ao grupo controle.

A sintese dos componentes de uma nova MEC constitui uma etapa importante do
reparo, por fornecer um arcabouco a migragao celular e, especialmente gragas a deposi¢ao
de coldgeno, por proporcionar resisténcia as forgas de tracdo que agem sobre a pele
(REINKE & SORG, 2012). Nos animais tratados com a jar-C, a deposi¢do de colageno
nas feridas foi sempre maior que a do grupo controle, ao menos até o 10° dia apds a lesao.
E importante ressaltar, que a quantificagdo da producido de colageno soltvel teve, na
maior parte do tempo, um comportamento inverso ao do coldgeno quantificado nas
laminas histologicas. Possivelmente, os baixos niveis do colageno soluvel, nas feridas dos
animais tratados com a toxina, estdo associados a alta deposi¢do deste constituinte no
tecido. Ja no 14° dia, o remodelamento precoce da MEC, proposto para o tratamento com
a jar-C, poderia estar elevando os valores deste marcador, devido a degradagao de fibras

imaturas (coldgeno tipo III).

Na literatura, estudos com a jararagina-C, que avaliaram o efeito desta molécula
sobre parametros associados com a fibrogénese, também demonstraram sua acdo pro-
fibrogénica, devido ao aumento da deposi¢do de colageno e da sintese de TGF-BI
(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 producdo deste

constituinte da matriz, em implantes subcutianeos apds a administragdo da toxina.

Em um ensaio in vitro, utilizando cultura de fibroblastos da derme humana,
Zigrino e cols. (2002) observaram que a ligagdo da SVMP jararagina a estas células era
capaz de mimetizar os efeitos da interacdo destas com o coldgeno fibrilar, induzindo
importantes alteragdes na expressdo génica e na morfologia dos fibroblastos.
Recentemente, Argarwal e cols. (2020) demonstraram que a sinalizacdo mediada pela
interacdo do colageno tipo I junto a integrina ozf1, ¢ importante para a ativagdo de
fibroblastos em resposta ao TGF-B1. Desta maneira, o tratamento com a jar-C poderia
estar agindo de modo semelhante a sua molécula precursora, a jararagina, propiciando a

ativagao de fibroblastos do leito da ferida e estimulando a sintese de colageno.
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Por fim, avaliamos também o grau de maturagao do tecido de cicatrizagdo, por
meio da quantificagdo da intensidade em pixels dos tipos de fibras de colageno
depositadas. Durante o reparo tecidual, a formagdo de uma nova matriz tem inicio com a
deposic¢ao de um grande contetudo de fibras de colageno do tipo III, que gradualmente sao
substituidas por colageno do tipo I, mais resistente (BAUM & ARPEY, 2006; WANG et
al., 2018). O tratamento com a jararagina-C favoreceu a deposicao precoce e aumentada
de fibras de coldgeno do tipo 1. Em conjunto com os demais dados apresentados até aqui,
o remodelamento antecipado dos componentes da matriz, corrobora com nossa hipotese
de que a administragdo 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, apds o tratamento com a Alt-C, com
uma deposi¢do acentuada de coldgeno tipo I ruma reducdo da razdo entre estas fibras

(ITI/T), aumentando inclusive a densidade de fibroblastos nas feridas tratadas.

Em resumo, nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar a eficacia do tratamento
com a jararagina-C, uma proteina tipo-disintegrina, durante o reparo de feridas cutaneas
em camundongos. A administracdo intradérmica da jar-C foi capaz de acelerar e modular
diferentes fases e eventos do processo de cicatrizacdo, incluindo o fechamento da ferida,
a producao de mediadores pro-inflamatorios, o infiltrado de leucocitos, a polarizacao de
macrofagos e os parametros associados a angiogénese e a sintese e deposicao de colageno.
Nossos resultados sugerem que tanto a jar-C, quanto sua integrina alvo, axf1, possam ser
exploradas como alternativas terapé€uticas ao tratamento de feridas cronicas (ex.: durante
o envelhecimento e no diabetes). Para além da cicatrizacdo, 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. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez os efeitos do tratamento
intradérmico com a proteina jararagina-C, uma proteina tipo-disintegrina isolada da
peconha de B. jararaca, sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas em camundongos. Por
meio da avaliagdo da cinética de cicatrizacdo evidenciamos a acdo da jararagina-C sobre
as diferentes fases e processos que compdem o reparo tecidual. O tratamento com a toxina
foi capaz de acelerar o fechamento das feridas excisionais, atenuando a resposta
inflamatoéria e favorecendo processos necessarios ao reparo, tais como a angiogénese, a

fibrogénese e o remodelamento da matriz extracelular.

Assim, os dados resultantes desta pesquisa abrem perspectivas para a utilizagao
desta proteina como uma estratégia terapéutica ao tratamento de feridas cronicas. Além
disso, ao demonstrarmos a capacidade da jararagina-C de modular processos comuns a
outros eventos fisiopatoldgicos (ex.: inflamacdo, angiogénese e deposicao de colageno),
sinalizamos para a possibilidade de novos trabalhos, focados na administragdo desta
toxina ¢ na avaliagdo de seus efeitos em diferentes processos patologicos, nos quais tais

respostas encontram-se desreguladas.

Por fim, este estudo ainda contribui para uma melhor compreensao da sinalizagao
mediada pela integrina a2, principal alvo molecular da jararagina-C, cuja ativacdo ¢
responsavel pelo controle de diferentes comportamentos celulares, durante o reparo

tecidual.
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APENDICE

Além de demonstrarmos os efeitos do tratamento intradérmico com a proteina
tipo-disintegrina Jararagina-C (Jar-C), também utilizamos do mesmo delineamento
experimental para avaliarmos os possiveis efeitos Jararagina (Jar), metaloproteinase
precursora da Jar-C, e da Jar-Phe, molécula cujo dominio catalitico metaloproteinase foi
inativado pelo agente quelante 1,10-fenantrolina. Foram administrados 400 ng de cada
um destes compostos por ferida, determinados com base em nosso trabalho anterior
(FERREIRA ef al.,2018). Os resultados demonstram que a simples presenca do dominio
metaloproteinase na estrutura destas toxinas, independente da presenca de sua atividade
catalitica, foi capaz de modular de forma diferente os eventos associados a cicatrizagdo
de feridas, ndo promovendo uma melhora significativa na velocidade da cicatrizagdo,

como observado apds o tratamento com a Jar-C.

RESULTADOS
Fechamento das feridas

A velocidade de fechamento das feridas tratadas tanto com a Jararagina, quanto
com a Jar-Phe, ndo diferiu do fechamento observado nas feridas do grupo controle, como

observado na Fig. A-1 deste material.

1004
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Figura A-1: Efeito do tratamento intradérmico com a toxinas Jar e Jar-Phe, durante a cicatrizaciio
de feridas excisionais.

Representacdo grafica da porcentagem de fechamento das feridas. Os dados foram apresentados como a
média = e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo avaliado. Nio houve
diferencas significativas entre os tratamentos ¢ o grupo controle (2-way ANOVA).
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Avaliagdo do perfil de leucocitos observados nas feridas apos o tratamento com as

foxinas.

A presenca de neutrofilos junto ao leito das feridas foi avaliada por meio da
mensuracgio bioquimica da atividade da enzima MPO. Assim como observado durante o
tratamento com a Jar-C, a presenga destas células nas primeiras 24 horas do processo de
cicatrizagdo foi atenuada pelo tratamento com as toxinas. Entretanto, no 3° dia apos a
inducdo das lesdes, observamos no grupo tratado com a Jar-Phe, um maior acumulo destes
leucdcitos na area da lesdo. O conteido de macrédfagos por sua vez foi indiretamente
mensurado por meio da avaliagdo bioquimica da atividade da enzima NAG (Figura A-2).
O tratamento tanto com a Jar, quanto com a Jar-Phe, ndo foi capaz de incitar um maior
acumulo deste tipo celular logo nas primeiras horas da cicatriza¢do, como observado apos

a aplicagdo intradérmica da Jar-C.
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Figura A-2: Perfil do infiltrado de leucocitirio nas feridas de camundongos tratados com a Jare a
Jar-Phe, durante o processo de cicatrizagio.

Mensuragdo da atividade das enzimas (A) mieloperoxidase (MPO) e (B) N-acetil-B-D-glicosaminidase
(NAG), marcadores indiretos do contetido de neutrdfilos ¢ macrofagos, nas feridas de animais do grupo
controle (PBS), ou tratados com as proteinas Jar ¢ Jar-Phe, em diferentes intervalos de tempo apos a indugio
das lesdes. Os dados foram apresentados como a média £ ¢.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para
cada intervalo de tempo avaliado. a — Diferenga entre os tratamentos controle (PBS) ¢ Jar; b — diferenca
entre os tratamentos controle (PBS) ¢ Jar-Phe; ¢ — diferenga entre os tratamentos Jar ¢ Jar-Phe. (p < 0,05;
2-way ANOVA).

Efeitos do tratamento intradérmico com as toxinas sobre os componentes angiogénico

associado a cicatrizagdo.

Assim como observado no tratamento com Jar-C, a administra¢do intradérmica da
Jar e da Jar-Phe foi capaz de incitar a angiogénese, ao menos até o 7* dia do processo de

cicatrizagdo. Neste intervalo, o tratamento com estes compostos foi capaz de incitar a
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producdo de fatores pro-angiogénicos, como a sintese das citocinas VEGF e FGF, e a
formag@o de novos vasos sanguineos. Contudo esse perfil ndo foi mantido até o final do
periodo experimental, com uma redugdo nestes parametros durante o 14° dia apos a

inducdo das feridas (Figura A-3).
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Figura A-3: Cinética dos parimetros associados ao processo de angiogénese, avaliados apés o
tratamento com as toxinas Jar e Jar-Phe, durante a cicatrizacio de feridas excisionais em
camundongos.

Cinética da sintese das citocinas pré-angiogénicas (A) VEGF ¢ (B) FGF, avaliadas por meio de ELISA. (C)
Meédia de vasos sanguincos observados nas secgdes histologicas coradas com tricrémico de gomori, durante
a cinética de cicatrizagdo nos grupos controle (PBS) ¢ tratado com a Jar ou a Jar-Phe. Os dados foram
apresentados como a média = e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo
avaliado. a— Diferenga entre os tratamentos controle (PBS) e Jar; b — diferenga entre os tratamentos controle

(PBS) ¢ Jar-Phe; ¢ — diferencga entre os tratamentos Jar ¢ Jar-Phe. (p < 0,05; 2-way ANOVA).

O tratamento com as toxinas foi capaz de inibir a sintese e a deposi¢do de coldgeno

durante o processo de cicatrizagdo das feridas excisionais.

Enquanto o tratamento com a Jar-C se mostrou extremamente capaz de incitar o

processo de fibrogénese, com consequente deposi¢do de colageno, a aplicagdo tanto da



Jar, quanto da Jar-Phe, resultou em uma redugdo dos da sintese e da deposi¢do deste

importante constituinte da matriz extracelular (Figura A-4).
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Figura A-4: Cinética dos parimetros associados a deposiciio de colageno, avaliados apos o

tratamento com as toxinas Jar e Jar-Phe, durante o processo de cicatrizagio.
(A) Mensuragao da concentragdo de colageno solivel durante a cinética de cicatrizagio nos grupos controle
(PBS) ¢ tratados (Jar ou Jar-Phe). (B) Quantificacfo da drea marcada nos cortes corados com picrosirius
red, correspondente ao coldgeno depositado, durante o intervalo de tempo avaliado. Os dados foram
apresentados como a média = ¢.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo
avaliado. a— Diferenga entre os tratamentos controle (PBS) e Jar; b — diferenga entre os tratamentos controle

(PBS) ¢ Jar-Phe; ¢ — diferencga entre os tratamentos Jar ¢ Jar-Phe. (p < 0,05; 2-way ANOVA).



ANEXO 1
Certificado CEUA-UFU
r | Universidade Federal de Uberlandia ( ‘
u — Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais — N ﬁﬂ?f:::%iﬁffﬁ:ﬁ:
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo dos efeitos da
jararagina-C, uma toxina tipo-desintegrina, na cicatrizag&o de feridas
em camundongos”, protocolo n° 085/16, sob a responsabilidade de
Fernanda de Assis Araajo — que envolve a produg¢do, manutengéo
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n®6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA
UTILIZA(;AO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL
DE UBERLANDIA, em reunido de 14

de outubro de 2016.

(We certify that the project entitied "Avaliagdo dos efeitos da jararagina-C, uma toxina tipo-
desintegrina, na cicatrizacdo de feridas em camundongos”, protocol 085/16, under the
responsibility of Fernanda de Assis Araujo - involving the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n°®11.794, of October 8th, 2008, of Decree
n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of October 14th, 2016).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/12/16 Término: 01/03/2020
Especie / Linhagem / Grupos Taxondémicos Camundongo heterogénico Swiss
Numero de animais 280

Peso / ldade 30-35g/7-8

Sexo Machos

Origem / Local CBEA - UFU/ ARFIS

Numero da Autorizagdo SISBIO -

Atividade(s)

Uberlédndia, 24 de outubro de 2016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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