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Resumo 

Introdução: Hérnia incisional (HI) é considerada uma doença do tecido 

conjuntivo caracterizada pelo defeito no processo de cicatrização de feridas, 

e é encontrado após cirurgias abdominais em alta incidência. Estudos prévios 

tem mostrado que a desintegrina DisBa-01, que apresenta alta afinidade com 

a integrina αvβ3,  possa ter ampla aplicação terapêutica e/ou laboratorial nas 

desordens relacionadas ao colágeno.  

Hipótese do estudo: Considerando o papel regulador do receptor de 

vitronectina, a integrina αvβ3, na cicatrização de feridas, a hipótese de que o 

bloqueio desta integrina poderia modular a reparação tecidual.  

Objetivos: Avaliar a DisBa-01 (uma desintegrina RGD-recombinante a partir 

veneno da Bothrops alternatus) como um bloqueador de integrina αvβ3 na 

melhora da cicatrização da HI. 

Métodos: HI foi induzida nos grupos Sham e DisBa-01. No grupo DisBa-01 

foi administrada 3 doses distintas (0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg). Foram avaliados a 

histologia, zimografia e a expressão gênica de MMP-2, do colágeno tipo I e 

III, e do VEGF e Western Blotting par analise do colágeno. 

Resultados: A indução da HI foi observada em todos os animais operados e 

após 14 dias nos animais do grupo Sham e no grupo DisBa-01, não 

apresentaram sinais visíveis de hérnia e observou-se a oclusão do anel 

herniário. O procedimento da cirurgia ativou significativamente a expressão 

de genes da MMP-2, bem como a sua atividade (P<0.05). A regulação de 

expressão do gene do colágeno I (col-I) e III (col-III) também foi observada, 

DisBa-01 diminuiu a expressão de col-I, mas não teve nenhum efeito sobre a 

expressão de col-III, enquanto expressão de VEGF foi suprimida após o 14° 

dia da cirurgia. Em contraste, DisBa-01 inibiu significativamente a expressão 

do gene de MMP-2 e a sua atividade (P <0,05). As analises de Western 

Blotting, evidenciaram a presença de colágeno tipo I (A1), nos 3 grupos, 

porém somente o grupo DisBa-01 diferiu estatisticamente do Controle 

(P<0.05). A espessura em mm da camada de colágeno em cada um dos 

animais no grupo controle apresentaram espessura reduzida. No entanto, 

grupo Sham e DisBa-01, houve aumento relativo em praticamente todos os 

animais estudados (P <0,05). 
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Conclusão: Estes resultados indicam que a integrina αvβ3 desempenha um 

papel importante no controle da cicatrização de feridas e o seu bloqueio  

modula as condições de reparação de tecidos, incluindo HI. Esta informação 

pode ser especialmente útil para pacientes com recorrência de HI. 

 

Descritores: •Hérnia ventral• Abdome •DisBa-01 •Cicatrização de feridas 
•Ratos. 
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ABSTRACT 

Introduction: Incisional hernia (IH) is considered a connective tissue disease 

characterized by defective wound healing process, and it is found in high 

incidence after abdominal surgeries. Previous studies have shown that DisBa-

01 presents high-affinity to αvβ3, which can have wide therapeutic application 

and/or laboratorial in disorders related to collagen. 

Hypothesis: Considering the regulatory role of the vitronectin receptor, the 

αvβ3 integrin, in wound healing, we hypothesized that blocking this integrin 

would affect tissue repair.  

Objectives: To evaluate the DisBa-01 (a desintegrin RGD-recombinant by 

snake venom of Bothrops Alternatus) as a blockage of αvβ3 integrin on 

improvement of HI healing.  

Methods: IH was successfully induced in rats of Sham and DisBa-01 group.  

DisBa-01 group were treated with different doses (0.25; 0.5 and 1.0 mg/kg). A 

control group without surgery was included to analyze the surgery effects. 

Were evaluated the histology, zymography and gene expression of MMP-2, 

type I and III collagen and VEGF. Type 1A collagen were analysed by 

Western Blotting. 

Results: After 14 days, the presence of IH and hernia ring were observed in 

all sham-operated animals; in contrast, 100% of animals treated with 0.25 and 

1.0 mg/kg of Disba-01 did not present visible signals of hernia and showed 

closed hernia rings. The surgery procedure strongly activated MMP-2 gene 

expression as well as its activity (P<0.05). Up-regulation of collagen 1 (col-1) 

and 3 (col-3) gene expression was also observed, DisBa-01 reduced the 

expression of col-I, however, did not affect col-III, while VEGF expression was 

down regulated at day14. In contrast, DisBa-01 significantly inhibited MMP-2 

gene expression and its activity. Western Blotting analysis revealed the 

presence of Type1A collagen in all groups, however only DisBa-01 differed 

statistically of Control group. The thickness of the collagen layer in each of 
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control group presented reduced. However, Sham and DisBa-01, there was a 

relative increase in all studied animals (P<0.05). 

Conclusion: These results indicate that αvβ3 integrin has an important role in 

the control of wound healing and its blockade modulate repair conditions, 

including IH. This information may be especially helpful for patients with 

recurrent IH. 

Keywords: •Ventral hernial •Abdomen •DisBa-01• Wound healing• Rats. 
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1) INTRODUÇÃO 

Hérnia incisional (HI) ou ventral como podem ser denominadas, são aquelas 

que surgem após a laparotomia, sendo a complicação mais comum deste 

procedimento cirúrgico, caracterizando-se pelo afastamento progressivo das 

bordas músculo aponeuróticas incisadas, mantendo-se íntegros a pele e o peritônio 

parietal que, juntos, compõem o saco herniário, para onde migra o conteúdo 

abdominal, ocasionando o abaulamento da cicatriz (HOLZHEIMER e MANNICK, 

2001). 

Estudos prospectivos relatam a incidência de 11% de hérnia incisional após 

laparotomias, sendo esta  a causa mais comum de reoperação (DUBAY et al, 

2007). Nos Estados Unidos da América (EUA) são realizadas aproximadamente 

200.000 cirurgias por ano para o tratamento desta patologia (NATIONAL CENTER 

FOR HEALTH STATISTICS,1995/2007). No entanto revisões sistemáticas 

atualmente tem mostrado um aumento na incidência desta complicação da 

laparotomia, ocorrendo em 10% a 20% dos casos (SLATER et al, 2013). 

Culbertson et al (2011) relatam que a incidência global de hérnia incisional 

seria de 11 a 16%, no entanto acreditam que estes dados sejam subestimados, 

pois de 8 a 29% das hérnias incisionais são assintomáticas e não são relatadas 

pelos portadores, portanto não seriam diagnosticadas e para isto necessitariam de 

um exame físico cuidadoso para o seu diagnóstico. Além disso, apesar dos 

avanços nas técnicas cirúrgicas e de novos materiais tais como o uso de malha 

(telas sintéticas) e cuidados ao paciente, a incidência de hérnia incisional não 
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apresentou uma alteração significativa nos últimos 75 anos, com altas taxas de 

recorrência, permanecendo como complicação frequente pós laparotomias 

(CULBERTSON et al, 2011). 

Para explicar a alta incidência da hérnia incisional, é preciso compreender o 

mecanismo de formação da hérnia, que ocorre após a incisão e diérese dos planos 

da parede abdominal durante a realização da laparotomia, acarretando a perda da 

função e estrutura dos tecidos (FRANZ, 2008).  

Após a síntese da incisão na parede abdominal, espera-se que ocorra o 

processo de cicatrização da ferida operatória. Sabendo-se que as fases da 

cicatrização são: inflamação, fibroproliferação (formação de cicatriz) e remodelação 

da ferida, eventos que possam interferir em uma destas fases de cicatrização da 

ferida operatória, serão responsáveis pela formação da hérnia incisional, como 

exemplo: Infecção, isquemia, anti-inflamatórios esteróides (FRANZ, 2008). 

Dubay et al (2007) citam que a falha na cicatrização da ferida operatória 

seria multifatorial, sendo um destes fatores a alteração da estrutura muscular da 

parede abdominal, estrutura esta que se encontra sob um equilíbrio dinâmico 

(formado pelos músculos do abdome) e que estaria alterada após a laparotomia. 

O rompimento da linha alba, que é considerada anatomicamente um tendão, 

durante a laparotomia, resultaria na perda funcional deste equilíbrio de forças, 

apesar de mantido a integridade dos músculos retos abdominais, os músculos 

oblíquos interno e externo estariam tracionando a linha de sutura , dificultando a 

cicatrização, contribuindo para formação da hérnia incisional. Evidências 
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demonstram que a hérnia incisional e hérnias recorrentes estão associadas 

geralmente a uma falha da cicatrização da ferida operatória, e na grande maioria 

relacionadas à ruptura mecânica da linha de sutura da parede abdominal na fase 

inicial da cicatrização (FRANZ MG, 2008).  

Por muito tempo o desenvolvimento da hérnia incisional tem sido atribuído à 

teoria da ruptura mecânica, relacionada aos tecidos moles (músculos e 

aponeurose). No entanto, o papel do colágeno no desenvolvimento e na 

recorrência da doença tem sido pesquisado como fator biológico, podendo explicar 

esta ruptura na linha de sutura, não sendo o fator mecânico o principal mecanismo 

na gênese desta disfunção (KLINGE et al, 2006). A hipótese para este fator 

biológico estaria em um mecanismo chamado de mecanotransdução, definida 

como a sinalização celular que ocorre em resposta a uma força mecânica 

resultando em respostas celulares para cicatrização da ferida operatória. 

A mecanotransdução é um processo no qual as células ao receber em seu 

ambiente estímulos físicos traduz os mesmos em sinais bioquímicos, permitindo a 

transformação de forças físicas em uma resposta celular. Os etimulos recebidos 

pela célula podem ser qualquer força aplicada a parede celular, como o 

alongamento da membrana celular ou exposição a campos eletromagnéticos, por 

exemplo, (CULBERTSON et al, 2011). 

Os estímulos mecânicos seriam detectados por proteínas mecanosensitivas 

que detectam a alteração da estrutura celular, incluindo os canais de íons ativados 

por estiramento na membrana da célular, receptores de adesão transmembranas 
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que ligam o citoesqueleto com a matriz extracelular (MEC)  a outras células (ex: 

integrinas), proteínas (ex: sarcoméricas titina e miosina ) e receptores de superfície 

celular (Benavides Damm e Egli, 2014).  

Na revisão de Salvini et al. (2012), foi demonstrado que os componentes da 

matriz extracelular estimulados pela força mecânica e as integrinas localizadas na 

membrana das fibras musculares detectam esta tensão e sinalizam para o interior 

da fibra muscular ativando assim diversas proteínas alterando a transcrição dos 

genes musculoespecificos que atuam na tradução de proteínas no citoplasma 

causando uma serie de alterações intracelulares como o aumento da síntese 

proteica e da força muscular.  

Kjaer (2004) também esclarece sobre as respostas adaptativas de proteínas 

do citoesqueleto e componentes da MEC relacionadas a cargas mecânicas. O 

mecanismo de uma sinalização estaria realacionado a fatores de crescimento 

liberados na MEC após o estímulo mecânico. Dentre os fatores de crescimento 

propostos está o fator de crescimento hepatocítico (HGF) que se encontra no 

músculo não lesado, que seria estimulado pela ação das citocinas (Figura1). 
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Figura 1: Intensidade de carga músculo esquelético e as respostas adaptativas de matriz 
extracelular. Interação hipotética entre matriz extracelular, proteínas do citoesqueleto, e fibras 
musculares esqueléticas em resposta à carga excêntrica da contratação da musculatura. Adaptado 
de Kajaer, 2004. 

 

Sendo assim, a tensão mecânica desencadeia a sinalização para reparação 

ou regeneração de células em muitos desses tecidos. A parede abdominal é 

submetida a uma pressão intermitente e constante provocada, por exemplo, pela 

respiração, tosse. 

 Sendo a parede abdominal dependente desta tensão mecânica para 

sinalizar, acredita-se que isto ocorra através de vias de mecanotransdução (Figura 

2) que ativariam os fibroblastos da ferida operatória induzindo o alinhamento de 

muitos tipos de células e da organização dos fibroblastos e fibras de colágeno na 

aponeurose abdominal normal, desempenhando papel essencial no reparo, 

sintetizando fatores de crescimento utilizados na produção e remodelação da 
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matriz extracelular para contração da ferida e posterior cicatrização 

(CULBERTSON et al, 2011).  

 

 
Figura 2: Esboço da teoria da ―mecanotransducao‖ e as forças mecânicas que atuam no reparo de 
laparotomia. Bellón e Durán, 2008. 

 

O colágeno é a proteína mais comum no reino animal, correspondendo a 

30% do total de proteínas do corpo humano, proporcionando aos tecidos: força, 

integridade e estrutura; sendo o colágeno tipo I predominante (mais de 90% do 

colágeno total em mamíferos), estando presente nos ligamentos, tendões e 

aponeuroses. 

Ja o colágeno tipo III predomina em tecidos com certo grau de elasticidade, 

incluindo a pele, músculos, aponeurose e ligamentos, em recém-nascidos e na fase 

inicial da cicatrização de feridas cirúrgicas (Diegelmann, 2001). Assim, este tipo de 

colágeno é frequentemente encontrado associado ao colágeno tipo I em diferentes 

proporções em aponeuroses e tecidos em cicatrização, reforçando a relação direta 
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entre a recorrência de hérnia e as doenças que acometem a matriz do colágeno 

(Fachinelli et al, 2007; CALVI et al, 2012).  

A presença de colágeno tipo I e III nos tecidos foram confirmadas por testes 

com anticorpos monoclonais anticolágeno, em aponeuroses e tecidos de 

cicatrização, isto de acordo com alguns autores tem uma relação direta entre 

hérnia inguinal recidivadas e distúrbios na matriz de colágeno. Outra evidência 

desta relação, com alto nível de coincidência foi o achado entre hérnia incisional e 

aneurisma de aorta abdominal e a possível deficiência de colágeno (FACHINELLI e 

TRINDADE, 2007). 

O estudo dos tipos de fibras de colágeno e seus subtipos tem sido 

importante para o diagnóstico de muitas doenças.  O colágeno encontrado na 

musculatura tem papel importante na transmissão de forças resultantes da 

contração e participa do processo de reparação dos tecidos, como descrito 

anteriormente, por ser um componente importante dos músculos e aponeurose, 

proporcionando resistência aos tecidos (CALVI  et al, 2012).  

Atualmente, já foram descritos mais de 19 tipos de colágeno, sendo os tipos 

I, II e III os mais estudados. Colagéno dos tipos I, III, IV e V são encontrados nos 

músculos estriados, mas apenas os tipos I e III são encontrados na aponeurose 

(membrana fibrosa, branca, resistente, que envolve os músculos ou os uni com as 

partes que movem) (Stedman Medical Dictionary, 1979).  

Observações confirmam esta hipótese de uma desordem no metabolismo do 

colágeno nos pacientes com hérnia incisional, pois foi verificada a redução 
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significativa da relação de colágeno tipo I / III, tanto na pele quanto na aponeurose 

dos pacientes com hérnia incisional ou recidivada (ROSCH et al, 2003).  

Outras doenças colagenosas como o Latirismo e Síndrome de Ehlers-Danlos 

também predispõe a formação de hérnia. Desta forma alterações na síntese de 

colágeno reduzindo ou aumentando a atividade das proteases na ferida operatória 

levariam à degradação do colágeno, resultando em desequilíbrio da homeostase 

desta proteína. A redução nos níveis de colágeno na ferida operatória diminui a 

resistência à tração, e aumenta o risco de formação da hérnia incisional (FRANZ, 

2008).  

Apesar da identificação dos vários tipos de colágeno, ainda não está bem 

compreendido o seu papel nas funções estruturais nos diferentes tecidos, 

principalmente nos músculos. Porém, o colágeno presente na musculatura estriada 

tem participação na conexão das fibras musculares para assegurar o alinhamento 

destas, determinando os resultados da resistência à tração, em decorrências de 

interações físicas e químicas com componentes estruturais da matriz extracelular 

(CALVI et al, 2012). 

Segundo FRANZ, 2008, as fases de regeneração tecidual podem ser 

divididas em três: 

Fase Inflamatória: caracterizada pelo processo inflamatório local com a 

presença de sinais típicos: dor, rubor, calor e edema, e pode estar associada à 

perda da função local, iniciando-se no momento que ocorre a lesão tecidual e 
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prolongando-se por um período de três a seis dias, com objetivo de preparar o sitio 

da ferida operatória para o crescimento do novo tecido. 

Fase de Fibro-proliferação, regeneração ou fibroblástica: caracterizada 

pela migração de fibroblastos podendo se estender por aproximadamente três 

semanas, influenciada por fatores de crescimento e mediadores inflamatórios, 

remodelamento da matriz extracelular que ocorre devido à deposição de colágeno, 

fibronectina e outros componentes protéicos, visando ao final à promoção da re-

epitelização (cicatrização). 

Fase de Remodelamento ou remodelação: caracterizada pelas 

transformações que ocorrem no tecido cicatricial, devido à diminuição progressiva 

da vascularização e de fibroblastos, aumento da força tensil e reorientação das 

fibras de colágeno, tornando a cicatriz mais plana e macia, iniciando-se por volta da 

terceira semana após a ocorrência da ferida e podendo durar até dois anos 

 A síntese de colágeno é realizada principalmente pelos fibroblastos, sendo 

estes responsáveis pela recuperação e resistência à ruptura da ferida operatória.  

Estão presentes principalmente na fase de proliferação, sendo perceptível um 

aumento dos números de fibroblastos nesta fase, acreditando-se que este aumento 

seja influenciado por mediadores inflamatórios e fatores de crescimento. A ação 

dos fibroblastos é importante no desenvolvimento da matriz extracelular, e esta 

relação entre reparação da matriz extracelular e ativação dos fibroblastos tem sido 

descrita em estudos relacionados (FRANZ, 2008).  
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A hipótese de distúrbio no processo de cicatrização de feridas está 

relacionada a alterações no metabolismo do colágeno, predispondo à formação de 

hérnia e recidiva.  

Estudos em pacientes com hérnia demonstraram disposição irregular das 

fibras desta proteína, bem como distúrbios na hidroxilação do colágeno alterando a 

estrutura desta proteína, resultando em aumento na elasticidade dos tecidos 

(Klinge e Mertens, 2006).  

Em pacientes com hérnia incisional, primária ou recorrente, evidenciou-se 

alteração na proporção da expressão gênica de colágeno tipo I / III, observando-se 

uma diminuição desta relação devido ao aumento do colágeno tipo III. 

 Após a análise da matriz extracelular destes pacientes com HI, a alteração 

da relação colágeno tipo I / III pode estar associada a alterações na síntese de 

colágeno ou no processo de degradação desta proteína, este ultimo relacionado 

com as metaloproteinases de matriz, como relatado por Bellón et al. (2001) na 

formação de hérnia inguinal direta (JANSEN et al, 2006; BELLON et al, 2001).  

O estudo de Kajaer (2004) também relaciona a atividade das MMPs na 

regulação da MEC e com a degradação do colágeno pela MMP-2, pois nos 

indivíduos com miopatias inflamatórias foi constatado a superexpressão de MMP-2 

e MMP-9, aumentando a degradação da MEC e na cultura de fibroblastos à 

atividade das MMP-2 e MMP-9 sobre o colagéno tipo I foi bloqueado pela 

dexametasona (figura 3). 
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Figura 3: Colágeno tipo I síntese e degradação. Representação esquemática das vias envolvidas 
na síntese do colágeno. Fatores de crescimento funcionam potencialmente como reguladores 
importantes na ativação do gene estão indicados. TGF-β (Fator de Crescimento Transformador-β); 
IGF / IGF-BP (Fator de Crescimento tipo Insulina e as suas Proteínas de Ligação); IL (Interleucina); 
FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos); PG (Prostaglandina); VEGF (Fator de Crescimento 
Endotelial Vascular). Ativada por MAPK (Mitógeno Proteína Quinase) desempenha um papel 
regulador importante para a iniciação da sinalização do gene, e as Metaloproteinases de Matriz  
(MMPs) são importantes reguladores da degradação do colágeno em relação à carga mecânica. 
Adaptado de Kajaer, 2004. 

 
 

Os estudos já comprovaram que o colágeno é a principal substância da 

matriz extracelular e seu papel principal é contribuir para a resistência à tração no 

processo de remodelamento dos tecidos. O colágeno tipo I é representado por 

14 
 

 

Figura 2. Síntese de colágeno tipo I e degradação. Representação esquemática das 

vias envolvidas na síntese de colágeno. Fatores de crescimento como potenciais 

candidatos que funcionam como importantes reguladores da ativação de genes são 

indicados. TGF-b, transformando  fator  de  crescimento  β;;  IGF/IGF-BP, insulina como 

fator de crescimento e ligando proteínas; IL, interleucina; FGF, fibroblastos como fator 

de crescimento; PG, prostaglandina; VEGF, fator de crescimento vasoativo endotelial. 

Proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) desempenha um importante papel na 

regulação para iniciação da sinalização do gene, e matriz metaloproteinases (MMPs) 

são os maiores reguladores da degradação do colágeno. 

Fonte: adaptado de Kjaer (2004) 

 

 2.2 EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A expressão da informação genética contida em um segmento de DNA 

sempre envolve a geração de uma molécula de mRNA. A diferença essencial 

entre genes que são expressos e genes que não o são é que os primeiros são 

transcritos em mRNA. A sequência de aminoácidos de cada proteína e a 

sequência de nucleotídeos de cada molécula de mRNA numa célula são 

especificadas pela sequência do DNA da célula. Um segmento de DNA que 

contém a informação necessária para a síntese de um produto biológico 

Colágeno tipo I – Síntese e Degradação  
Carga Mecânica  
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fibras maduras e mais estáveis, sendo o colágeno tipo III uma isoforma imatura, 

presente em maior concentração na matriz extracelular de pacientes com hérnias 

incisional e inguinal (ANTONIOU et al, 2009). 

Como citado anteriormente, alterações na proporção de colágeno tipo I/tipo 

III nos pacientes com hérnias, podem ser atribuídas a um defeito primário na 

síntese desta proteína ou de uma expressão alterada ocasionada por degradação 

excessiva da matriz extracelular. As metaloproteinases de matriz (MMPs) são as 

enzimas mais importantes envolvidas na degradação da matriz extracelular 

(ANTONIOU et al, 2009).  

Estas enzimas constituem uma família de metaloproteinases dependentes 

de zinco e cálcio para realizarem suas funções, tendo atuação extracelular, 

atividade de endopeptidase e inúmeros efeitos biológicos funcionais, tais como a 

regulação do crescimento celular, apoptose, efeitos na angiogênese, entre outros.  

Sua origem está nas células inflamatórias e mesenquimais, tais como neutrófilos, 

macrófagos, fibroblastos e sua expressão modulada por fatores de crescimento, 

entre eles as citocinas e hormônios, tais como o fator de crescimento de 

transformação (TGF-β1), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

interleucinas, norepinefrina e estrogênio (ANTONIOU et al, 2009).  

Devido a esta atividade colagenolítica (tabela 1) de algumas MMPs, atuando 

na degradação do colágeno da matriz extracelular, a associação destas enzimas 

com a fisiopatologia da hérnia incisional ou da parede abdominal tem sido 

observada (ANTONIOU et al, 2009) 

Bellón e Durán, 2008 ratificam a atividade das MMPs na regulação da MEC, 

onde estas enzimas tem participação importante no processo cicatricial, pois 
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quando a expressão das MMPs esta elevada ocorre dificuldade de cicatrização, 

como observado em pacientes portadores de Diabetes Mellitus onde foi constatado 

aumento da expressão de MMP-2 nos fibroblastos da pele destes indivíduos.  

 

Tabela 1: características das MMP-2, MMP-1, MMP-13 e MMP-9 e substratos de 

atuação: 

 

Fonte: Antoniou et al., 2009.   

   

Na tabela 1 a MMP-2, conhecida como gelatinase A, atua na degradação 

dos colágenos tipos I, III, IV, V entre outros, presentes na matriz extracelular e por 

evidências atuais sugerindo que é a enzima mais importante na fisiopatologia da 

hérnia inguinal direta, uma vez que seus níveis estão aumentados na fáscia 
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transversal de pacientes com hérnia inguinal direta, quando comparados com os 

pacientes com hérnia indireta (tabela 2) (Antoniou et al, 2009). 

 

 

Tabela 2 - Correlação de MMP-2, MMP-1 e MMP-13, com diferentes tipos de 

hérnia. 

Matriz 

metaloproteinase 

Inguinal 

direta 

Inguinal 

indireta 

inguinal 

recorrente 

incisional 

MMP-2 +++  ± 
 

*  ± 
 

MMP-1 — 

 

— 

 

+ ± 
 

MMP-13 * * + * 

* Dados insuficientes  

± Dados controversos 

    

Fonte: Antoniou et al., 2009.   

 

A regulação da atividade das MMP é controlada em vários níveis, tais como 

a regulação da transcrição, tradução, ativação de zimogênios e inibição das 

enzimas ativas por inibidores específicos, principalmente inibidores teciduais das 

MMPs os TIMPs (Gentian e Jaworski, 2005), ilustrada na figura 4. 

 

Além disso, a redução simultânea de TIMP-2 na fáscia transversal destes 

mesmos pacientes portadores de hérnia inguinal direta corrobora com a teoria de 

diferentes mecanismos para os dois tipos de hérnia inguinal. Esta teoria é 

reforçada por outro estudo onde se verificou também o aumento significativo dos 

níveis sanguíneos da MMP-2 nos pacientes com hérnia inguinal direta ou inguinal 

recorrente em comparação com portadores de hérnia inguinal indireta primária. O 
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mecanismo de ação da MMP-2 na formação da hérnia inguinal não está muito 

claro, podendo ocorrer duas situações: o desenvolvimento da hérnia estimularia a 

produção de MMP-2 ou o aumento da expressão de MMP-2 predispõe a formação 

da hérnia (ANTONIOU et al, 2009). 

 

Figura 4: Inicialmente, as MMPs permanecem na forma latente (pro-MMP),    ativadas por outras 
proteases que recortam uma parte pequena da molécula. Isto abre o centro ativo da molécula MMP 
e permite a ligação ao(s) substrato(s) da sua proteína. Outras células chamadas inibidores de tecido 
de metaloproteinases (TIMPs) podem inibir as MMPs ativadas e bloquear a ativação de pro-MMPs. 
(Fonte: www.woundsinternational.com/volume1/Edição 1/Novembro2009). 

 

No estudo de Purslow et al, (2011), também relaciona a homeostase da 

MEC pela MMPs, pelo sua importante função na degradação e remodelação da 

matriz extracelular, sendo sua atividade enzimática extracelular modulada por 

Inibidores de Tecidos das Metaloproteinases (TIMPs). A Figura 5 resume os 

possíveis papéis da MMP, TIMPs e expressão de colágeno por células de músculo 

http://www.woundsinternational.com/volume1/Edi????o%201/
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esquelético e as suas modificações extracelulares no ciclo de renovação do Tecido 

conjuntivo Intra Muscular (figura 5). 

 

Figura 5: Resumo das principais vias pelas quais ocorrem as respostas celulares do tecido 
muscular in vivo no tecido conjuntivo intramuscular (MICT). Vias de sinalização celular reagem com 
uma grande variedade de estímulos para aumentar a expressão das metaloproteinases (MMPs), os 
inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMP) e a síntese dos componentes da matriz, tais 
como o colágeno da proteína fibrosa. O MMP são expressas intracelularmente como enzimas 
latentes (pró-) e ativadas extracelularmente. O colágeno é expresso intracelularmente como pró-
colágeno e modificado extracelularmente para permitir a agregação de moléculas em colágeno 
fibroso (fibrilogênese). Atividade de MMP na matriz extracelular é resultado do equilíbrio entre a 
quantidade de MMP ativada e o nível de inibição de TIMPs. Atividade das MMPs e a síntese de 
novos componentes da matriz determinam o remodelamento do MICT.( Purslow et al, 2011) 
 
 
 

Salameh et al, em 2007, encontraram em amostras de fáscia de portadores 

de hérnia incisional, aumento da expressão de MMP-2, enquanto a de MMP-1 foi 

semelhante ao grupo controle, sugerindo uma provável relação entre MMP-2 e a 
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ocorrência de hérnia incisional. Também foi verificado o papel da MMP-9 na 

cicatrização de feridas e na angiogênese, como já citado anteriormente sobre a 

participação das MMPs na patogênese do aneurisma da aorta abdominal e da 

correlação confirmada desta patologia com hérnia inguinal primária; porém a 

associação da MMP-9 e hérnia abdominal ainda não foi adequadamente 

esclarecida.  

Béllon e col. (2001) realizaram um estudo sobre a atuação da MMP-9 na 

fisiopatologia da hérnia, uma vez que esta e outras enzimas são secretadas 

principalmente pelos neutrófilos, macrófagos e outras células presentes na 

resposta inflamatória, no entanto a MMP-9 não foi detectada no meio de cultura de 

fibroblastos retirados da aponeurose destes indivíduos.  

Antoniou e col. (2009) descrevem uma possível relação da MMP-9 no 

desenvolvimento da hérnia inguinal uma vez que se observou uma superexpressão 

de MMP-9 na fáscia transversal dos pacientes portadores de hérnia inguinal em 

relação ao controle, corroborando para a participação da MMP-9 no 

desenvolvimento  desta patologia. 

Como descrito anteriormente, os estudos relacionam o desenvolvimento da 

hérnia incisional com vários fatores tais como: a falha mecânica, como citamos a 

mecanotransdução, fatores biológicos como a relação do colágeno tipo I /III e a 

expressão das MMPs, sendo que este ultimo tem o seu equilíbrio influenciado 

pelos inibidores de tecido da MMPs, ou seja, os TIMPs que participam ativamente 

da função e manutenção da matriz extracelular. 

Com a realização da laparotomia, fatores são liberados no sitio cirúrgico, 

como as citocinas, que atuam regulando as MMPs/TIMPs, importantes para a 
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recuperação e cicatrização da ferida operatória uma vez que atuam diretamente na 

matriz extracelular. Porém se a resposta (sinalização) inflamatória for prolongada, 

isto poderá acarretar o comprometimento da cicatrização da ferida operatória 

predispondo a formação da hérnia incisional (GUILLEN-MARTI et al, 2009). 

Independentemente das causas que afetam a capacidade de cicatrização da 

ferida operatória, estas geralmente compartilham muitas                 

             tais como:                                  ;                    

proteases incluindo MMPs;                     dos fatores de crescimento e 

                                     (CHEN E ROGERS, 2004). 

Estas características resultam em um ambiente desfavorável para o 

processo de cicatrização da ferida onde o novo tecido e os fat                    

               dificultando a proliferação e o remodelamento necessários para a 

cicatrização, como se es   p                  ―       ‖                         

cicatrização, podendo perman                              FALANGA et al, 

1994).  

Esta situação pode ser claramente observada na imagem de um ciclo vicioso 

designado como Circulo de Cullen, como ilustrado na figura 6: 
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Figura 6: tecidos danificados atraem bactérias, que também produzem MMPs, a fim de consumir os 
nutrientes contidos nas células/tecidos. Os microrganismos também eliminam toxinas, através das 
quais aumentam a quantidade de leucócitos para a área da ferida. Os leucócitos tentam destruir as 
bactérias, causando danos graves nas células e tecidos sadios, originando o ciclo "vicioso", uma 
vez que as células danificadas sintetizam novamente mais MMPs.  
(Fonte: www.woundsinternational.com/volume1/Edição 1/Novembro2009). 
  
 

 

Na hérnia incisional observamos tanto o comprometimento da aponeurose 

quanto dos músculos (esquelético) abdominais, desta maneira a hipótese para tal 

ocorrência seria a presença persistente de fatores inflamatórios atuando nestes 

músculos (sensíveis a estímulos pró-inflamatórios), levando a perda de tecido 

muscular, sendo este responsável pela complacência da parede abdominal, 

contribuindo assim para a formação de hérnia abdominal (Lipman et al, 2008). 

Mas para que esta resposta inflamatória ocorra nos tecidos, mais 

especificamente na matriz extracelular, é necessária à adesão das células à 

vizinhança das matrizes extracelulares determinando o seu formato, a sua função 

celular adequada e a integridade do tecido. Receptores de adesão presentes na 

superfície celular contribuem para o ancoramento das células, para a sinalização 

do tráfego celular e a diferenciação celular.  

http://www.woundsinternational.com/volume1/Edi????o%201/
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Dentre os receptores de citoadesão que se encontram na superfície celular 

existem quatro classes principais envolvidos nas interações célula-célula e célula-

matriz: as caderinas, as selectinas, a superfamília de receptores de 

imunoglobulinas e as integrinas (Ruoslahti e Pierschbacher, 1987; Romanov et al, 

1997), indispensáveis para a adesão célula-célula e célula com a matriz 

extracelular. 

 As integrinas, responsáveis pela adesão celular e também pela regulação 

da angiogênese e da homeostasia vascular, contribui para interação física com a 

matriz extracelular necessária para a adesão, migração e posicionamento celulares 

e a indução de eventos sinalizadores essenciais para a sobrevivência, proliferação 

e diferenciação celular (GOULD et al, 1990). 

As integrinas são uma família de glicoproteínas transmembrana 

heterodiméricas, consistindo de duas sub-         α  150   180 KD)   β  ~90 KD)  

associadas não-covalentemente. Atualmente, são conhecidos dezoito tipos de 

            α          p                  β                       ituem pelo 

menos 24 integrinas já descritas (Xiong et al., 2001; Tucker, 2002; Becchetti A. & 

Arcangeli A.,2010), na tabela 3 estão demonstrados alguns exemplos destas 

integrinas e seus ligantes. 
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Tabela 3: Integrinas e seus ligantes. 

H. sapiens 
Integrinas 

Ligantes  

α3β1 α6β1 α7β1 LN; TSP LN; ADAMs LN RECEPTORES 
LAMININA 

α6β4 LN  

α1β1 CO; LN RECEPTORES 

α2β1 CO; LN; MMP1 COLAGENO 

α10β1 CO FIBRILAR 

α11β1 CO  

α5β1 α8β1 α β1 FN; ADAMs FN; NN; TN; LAP FN; VN; LAP RECEPTORES 
RGD 

α β3 FN; VN; VWF; OP; TN; BSP; TSP; CD31; 
ADAMs; MMP2 

 

αII β3 FN; VN; FG; VWF; CD40L; prothrombin  

α β5 VN; BSP; LAP  

α β6 FN; TN; LAP  

α β8 FN; CO; LN; LAP  

α4β1 FN; OP; VCAM   

α9β1 TN; OP; LN; CO; VCAM; ADAMs   

α4β7 FN; VCAM; MadCAM  INTEGRINAS  

αEβ7 E-cadherin  LEUCOCITOS- 
ESPECIFICOS 

αDβ2 ICAM3; VCAM   

αLβ2 ICAM1-5   

αMβ2 ICAM1; VCAM; FG; iC3b  

αXβ2 FG; iC3b  

ADAM: proteína com domínio metaloprotease e similar a desintegrina; BSP: siálicos proteína óssea; 
CO:colageno(s); FG:fibrinogenio; FN: fibronectina; iC3b: componente complementar Inativados 3b; 
ICAM: molécula de adesão intercelular; LAP:TGFb latente associado proteína; LN:laminina(s); 
MadCAM:molécula de adesão de célula mucosa; MMP: metaloprotease de matriz; NN:nefronectina; 
OP: osteopontina; TG: tiggrin; TN:tenascin; TSP: trombospondina; VCAM:molécula de adesão de 
células vascular; VN: vitronectina; VWF: Fator de von Willebrand. Interações envolvendo adesões 
intercelulares estão indicadas em itálico (Fonte: Madame Curie Bioscience Database, 2009). 

 

Estas glicoproteínas possuem um sítio de reconhecimento comum 

denominado motivo RGD (Figura 7), que se trata de uma sequência tripeptídica 

contendo arginina-glicina-acido aspártico. 
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Figura 7: Sequencia tripeptídica RGD. 

 

Foram descrito resultados contrastantes sobre a atuação da integrina αvβ3 

no processo de reparo tecidual, uma vez que a expressão desta integrina estaria 

aumentada em células relacionadas com os processos de reparo tais como 

plaquetas, macrófagos, células endoteliais ativadas e fibroblastos. Observou-se 

também que os inibidores              αvβ3 diminuíam o tecido de granulação e a 

angiogênese, sugerindo que esta seria importante para o reparo tecidual (Reynolds 

et al., 2005). 

Atualmente são conhecidas moléculas de baixa massa molecular, contendo 

motivo RGD, rico em cisteína isolados de veneno de víboras, que são potentes 

inibidores de integrinas, por apresentarem alta afinidade de ligação com estas 

moléculas. Analogamente aos anticorpos monoclonais, estes peptídos ricos em 

cisteína são os inibidores mais potentes de integrina conhecidos e foram 

denominados de Desintegrinas (Figura 8) (Gould et al, 1990). 
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Figura 8: a)Trimestatin: primeira estrutura cristalina de uma desintegrina; Fujii et al, 2003. b) ligação 
DisBa-01 e αvβ3, c) modelo molecular tridimensional interface da DisBa-01 com αvβ3 , Ramos et al, 
2008.  

 

O trimestatin a primeira estrutura cristalina de uma desintegrina relatada, 

encontrado no veneno de serpente, possui em número de voltas e laçadas 

formando um núcleo rígido estabilizado por seis ligações dissulfureto. A disposição 

da sequência RGD em forma de gancho, posiciona as cadeias laterais de Arg e 

Asp em sentidos opostos, este modelo de acoplamento utilizando a estrutura de 

cristal da integrina αvβ3 sugere que a Arg se liga ao domínio de hélice, e a Asp ao 

domínio pA, indicando que a região do terminal C seria outro local potencial de 

ligação com os receptores de integrina, proporcionando compreensão da elevada 

afinidade e seletividade da desintegrina para os receptores de integrina (Fujii et al, 

2003). 
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Podemos relatar o isolamento e produção de uma desintegrina RGD 

recombinante, a DisBa-01 (Genbank n. AY259516) da víbora brasileira Bothrops 

alternatus (Ramos et al, 2008). A  DisBa-01 é uma proteína de 78 resíduos com um 

motivo adesivo RGD. A proteína recombinante é produzida em fusão com um 

peptídeo contendo 6 resíduos de His e tem um peso molecular de 11.637 Da 

deduzido por espectrometria de massa.  

A DisBa-01 (uma fusão recombinante His-tag RGD), inibiu tanto a 

angiogênese como a metástase de pulmão de melanoma B16F10  em 

camundongos nude, apresenta alta afinidade com αvβ3   αIIbβ3, inibindo a 

agregação plaquetária induzida por ADP, trombina e fibrinogênio in vitro,  inibe 

também o tempo de oclusão trombótica e de sangramento in vivo (Ramos et al., 

2008; Kauskot et al, 2008). 

Recentemente, foi demonstrado que DisBa-01 inibe a migração de células 

tumorais in vitro, diminui a expressão de VEGF e dos seus receptores nas células 

endoteliais, mas não em fibroblastos ou células tumorais . Além disso, este 

desintegrina modula atividades das MMP 2 e 9, sendo este o primeiro relato de tais 

atividades para este bloqueador de integrina, evidenciando novas perspectivas 

para conhecer o papel da integrina αvβ3 no microambiente tumoral (Ramos et al., 

2008).  

Os resultados observados no estudo de Ramos et al, (2008), sugerem uma 

relação desta desintegrina (DisBa-01)                       αIIbβ3 e Vβ3, 

motivando o prosseguimento de estudos, visando a aplicação terapêutica e/ou 

laboratorial da  DisBa-01 em outras desordens relacionadas ao colágeno, 
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proliferação celular e no processo de angiogênese em diferentes condições 

clinicas.  

Na dissertação de Mestrado, nosso estudo evidenciou que a DisBa-01, inibiu 

o desenvolvimento da HI no modelo experimental em ratos através da formação de 

uma película e a análise desta apresentava colágeno na sua composição, o que foi 

confirmado por sequenciamento de uma das bandas majoritárias, sendo a 

sequência GEQGPAGS comparada com o banco de dados, resultando que a 

estrutura era de colágeno tipo I. Outro dado observado na Dissertação de Mestrado 

foi o resultado do bloqueio da integrina Vβ3,  por anti-corpos anti-Vβ3,  na 

cicatrização nos animais estudos. 

Considerando que a hérnia incisional está intimamente relacionada a tais 

mecanismos, justifica-se a elaboração deste estudo, objetivando avaliar os efeitos 

da DisBa-01 sobre as alterações provocadas pela indução de hérnia incisional em 

ratos. 
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2) OBJETIVOS 

 

Geral:  

Avaliar o bloqueio da integrina αvβ3  pela DisBa-01 na melhora da 

cicatrização de hérnia incisional. 

 

Específicos: 

1) Avaliar os efeitos da DisBa-01 em diferentes doses no reparo de HI. 

2) Avaliar os efeitos da DisBa-01 em diferentes doses, na expressão gênica 

de MMP-2, no colágeno tipo I e III, no VEGF. 

3) Avaliar as alterações histológicas nos tecidos pelo uso da DisBa-01. 
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3) MATERIAL E MÉTODOS 

3.1) Amostra 

  

Neste projeto de pesquisa foram estudados 30 ratos, albinos, Wistar, 

machos, com idade entre 3 a 4 meses, com peso + 250g/animal, fornecidos pelo 

Biotério central da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética na experimentação animal da UFSCar, parecer n° 

001/2008, protocolo n° 001/2008. 

Os animais foram alojados no Laboratório de Neuroendocrinologia no 

Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar e acondicionados em gaiolas de 

polipropileno. Foram alimentados com ração peletizada da marca pró-biotério para 

roedores e água ad libitum, e submetidos a ciclo fotoperiódico claro/escuro de 12hs 

cada, e sob temperatura controlada entre 22º e 24ºC. Inicialmente foram pareados 

por peso, e randomicamente distribuídos para um dos 5 grupos (6 animais/grupo) 

descritos a seguir: Controle; Sham; DisBa-01(0,25mg/kg); DisBa-01(0,5mg/kg) e 

DisBa-01(1,0mg/kg). 

 A DisBa-01 recombinante foi produzida a partir de uma fração do mRNA 

purificada da glândula de Bothrops alternatus, (Ramos et al, 2008). A região 

codificada corresponde a uma desintegrina média (78 resíduos de aminoácidos), 

com um motivo adesivo RGD (Genbank n. AY259516). A proteína de fusão His-Tag 

produzida em E. coli é uma proteína 12 kDa, como estimado por espectrometria de 

massa e SDS-PAGE.  
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3.2) Procedimentos Experimentais 

3.2.1) Indução da Hérnia Incisional 

 Todos os animais, exceto o Grupo Controle, foram sedados com éter etílico 

colocados em decúbito dorsal, e imobilizados sobre suporte para cirurgia 

experimental. No abdome foram realizadas a tricotomia manual e descontaminação 

com álcool a 70%. 

Para induzir a HI mediana, todos os animais, exceto o Grupo Controle, foram 

submetidos a uma incisão transversa no abdome, suprapúbica, com cabo de bisturi 

n° 3 e lâmina n° 15, de aproximadamente 15 mm de comprimento, interessando a 

pele e a tela subcutânea, (Figura 9) através da quais estas foram separadas do 

plano muscular por dissecção romba, com tesoura, em direção cranial e a cada 

lado da linha mediana. A seguir, a linha alba e o peritônio parietal foram 

seccionados numa extensão de 30mm, mantendo-se íntegra a pele suprajacente.   
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Figura 9: Suporte para cirurgia experimental, material utilizado para indução da hérnia incisional 
nos animais. 

 

O Grupo Sham recebeu 1 ml PBS por aplicação tópica por pipeta automática 

nas bordas da musculatura da parede abdominal, o Grupo DisBa-01 recebeu 

aplicação tópica por pipeta automática de 1ml de solução DisBa-01 a 0,25mg/Kg / 

0,5mg/Kg / 1,0mg/Kg respectivamente, nas bordas da musculatura da parede 

abdominal, sendo aproximadamente 0,11mg/animal de DisBa-01. As dose de 

DisBa-01 foram diferentes, para observamos se haveria efeito dose dependente. 

 Estas soluções permaneceram previamente por 30 minutos sob ultravioleta 

(UV). A incisão cutânea foi suturada com pontos separados de categute 3.0 

simples (Paulo et al, 1997) e higienizada com água oxigenada e álcool a 70%. Os 

animais foram devolvidos para as gaiolas e observados até recuperação dos 

movimentos normais. 

 

A 
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3.2.2) Controle pós-operatório 

No pós-operatório, os animais de cada grupo foram examinados, 

diariamente, exceto o Grupo Controle, para inspeção da ferida cirúrgica e 

constatação da HI, colocando-se o animal na posição vertical e verificando o 

abaulamento característico na região abdominal, até o final do período de 

observação que foi de 14 dias, conforme ilustrado na figura 10, sendo que um 

animal do Grupo DisBa-01(1,0mg/kg) foi a óbito, ficando este grupo com 4 animais. 

                                   

Figura 10: A: Hérnia incisional presente em todos os animais dos grupos G2 e G3, após indução 
cirúrgica; B: para inspeção da ferida cirúrgica. 

                                

3.2.3) Sacrifício dos animais e obtenção dos extratos de tecidos 

 

Após 14 dias da indução da HI, todos os animais foram submetidos à 

eutanásia por decapitação utilizando-se uma guilhotina. Após dissecção da pele, foi 

A B 

A B 
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seccionado um fragmento da parede abdominal, incluindo o peritônio, englobando 

toda a área do anel herniário. Nesse bloco, encontrava-se o tecido cicatricial. 

Foram seccionados fragmentos (figura 11) englobando o anel herniário dos 

Grupos Sham, DisBa-01 - 0,25mg/Kg / 0,5mg/Kg / 1,0mg/Kg, respectivamente, que 

foram utilizados para a determinação da atividade de MMPs por zimografia. Esses 

fragmentos foram, então, imediatamente congelados por meio de imersão em 

nitrogênio líquido, armazenados em tubos de criogenia e posteriormente guardados 

em freezer a uma temperatura aproximada de – 80ºC até a sua análise. 

Após, o restante dos fragmentos obtidos da parede abdominal foram fixados 

em Formol tamponado a 10% (água destilada 900 ml, Formol 100 ml, monobásico 

sódio fosfato 4,0g, dibásico sódio fosfato 6,5). A fixação paralisa o metabolismo 

celular e preserva as estruturas do tecido para os tratamentos posteriores. Além 

disso, evita a autólise celular, impede a proliferação de microrganismos, leva ao 

endurecimento do tecido para que resista aos tratamentos posteriores. Este fixador 

ocasionou o mínimo de dano ao tecido e de artefatos. 

 

3.2.3.1 Preparação das amostras de Proteínas e Western Blotting 

  

Amostras de tecido coletadas dos animais (Figura 11) foram imediatamente 

depositadas em nitrogênio líquido e em seguida congeladas a -80°C. No dia do 

experimento, para cada mg de tecido foram adicionados 25µL de tampão de 

extração (cloreto de guanidina 4M, acetato de Sódio 50 mM, EDTA 50 mM, pH 5,8 

e 1mM PMSF). As amostras foram mantidas por 24h neste tampão. Após este 
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tempo, as amostras foram precipitadas com tampão acetato-etanol da seguinte 

forma: para 50µL de extrato foi adicionado 100µL de tampão acetato 1M, pH 7,4 

contendo 1.350µL de etanol absoluto (volume final = 1,5mL). 

Em seguida as soluções foram misturadas e a amostra foi mantida durante a 

noite toda em freezer (-20°C). No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas (4 

min, 8000rpm, temperatura ambiente), e o precipitado foi seco em estufa (37°C) e 

em seguida ressuspendido em tampão de amostra para SDS-PAGE. 

 

 
 

Figura 11: coleta de amostras para zimografia / Western Blotting. 

 

 

3.2.3.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE 

 

As amostras de tecido foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-PAGE, Laemmli, 1970). As 

amostras foram aplicadas em um gel de empilhamento de 5% de poliacrilamida e 

gel de resolução de 10% e submetidas à eletroforese com corrente elétrica de 15 
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mA e voltagem até 125V, durante aproximadamente uma hora e meia. As bandas 

protéicas foram reveladas incubando-se os géis em solução corante contendo 

0,25% de Comassie Brilliant Blue R-250 (BioRad) dissolvidos em 50% isopropanol 

e 10% ácido acético, e solução descorante de 10% ácido acético e 10% de 

metanol. 

O tampão de amostra consistiu de Tris-HCl (0,125 M pH6,8), dodecil sulfato 

de sódio (SDS – 4%), azul de bromofenol (0,025%), glicerol (20%)  e o agente 

redutor -mercaptoetanol (concentração final 0,1M). A massa molecular aparente 

da proteína de interesse foi estimada utilizando-se padrões de massa molecular 

conhecidos, na faixa de 15-220kDa (Benchmark Protein Ladder – Gibco). 

 

3.3) Extração de RNA e PCR quantitativo 

 

Aproximadamente 100 mg de amostras de tecidos congelados foram 

homogeneizados em reagente de Trizol ( Invitrogen Corporation , Califórnia , EUA ) 

de acordo com as instruções do fabricante . A pureza e o rendimento de RNA total 

foram determinados medindo-se a absorbância de alíquotas a 260 nm e 280 nm e 

a 260 e 230 nm.  A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose (2 %). 

 A quantidade de 1 µg do RNA total de cada amostra foi tratado com 

ADNase I (Invitrogen Corporation Califórnia, EUA) para remover a contaminação de 

DNA genómico e a transcrição reversa foi realizada com a M-MLV de transcriptase 

reversa (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). Por PCR em tempo real 

(CFX96 Tempo real Sistema C1000 térmica, Bio -Rad), 20ng de cDNA foram 
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utilizados no sistema de volume de 12,25 µl          S  F   ™ E  G    ® 

Supermix EVAGreen (Bio- Rad), primers (Tabela 4) e RNAse livre de água.  

Uma curva padrão de cDNA de tecidos de rato foi executado em duplicado. 

Todas as reações foram realizadas em duplicado. As quantidades relativas de RNA 

foram calculadas utilizando o método comparativo Ct. O programa de ciclo térmico 

foi de 95°C durante 30s, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15s, 57 - 61°C 

durante 30s e 72°C durante 30s. A expressão de todos os genes foi normalizada 

para P0 proteína ribossomal grande (RPLP0) expressão. 

 

Tabela 4: Primers para PCR - tempo-real (RT-PCR).  
 

RNAm número de 
acesso 

Sense primer Antisense primer 

COL I A1 NM_053304.1 ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG 

COL III A1  NM_032085.1 TGATGGGATCCAATGAGGGAGA GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT 

MMP-2 NM_031054.2 CTGGGTTTACCCCCTGATGTCC AACCGGGGTCCATTTTCTTCTTT 

VEGF-A NM_001110334.1 CCACGACAGAAGGGGAGCAGAA GGAAGATGTCCACCAGGGTCTCAA 

RPLP0  NM_022402.2 AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG 

 
COL I e COL III (colágeno I e colágeno III, respectivamente); MMP-2 (matriz metallopeptidase 2); 
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e  RPLP0 (proteina ribosomal grande P0).  
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3.4) Análise Histológica 

 

Após a devida fixação dos tecidos em formol tamponado a 10%, foram 

realizados cortes transversais atingindo toda a espessura do fragmento e eleitos 

dois cortes para serem colocados em cassetes histológicos. 

O material foi processado rotineiramente para exame histológico em 

processador automático de tecidos Lupe modelo PT03 (histotécnico), 

obedecendo aos tempos determinados automaticamente pelo equipamento. As 

lâminas foram montadas utilizando-se verniz vitral e posteriormente avaliadas em 

microscópico óptico Nikon Eclipse. Dos dois cortes de cada amostra foi então eleito 

um corte, no qual foram realizadas as colorações pelo Tricrômio de Masson (TM) 

através da utilização do Histokit Erviegas, para colágeno e músculo, sendo 

colágeno corado em azul e músculo corado em vermelho. 

 

3.5) Análise Quantitativa do Colágeno 

 

 A quantificação do colágeno foi determinada utilizando-se o sistema de 

pixels por meio do software Image J (National Institutes of Health - NIH, versão 

1,47; USA). 
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3.6) Determinação da atividade de MMP-2 por zimografia 

  O extrato tecidual foi testado para verificar a presença de atividade de 

proteases através da técnica de zimografia, conforme descrito por CLEUTJENS 

(1995). As amostras de fragmento da parede abdominal e anel herniário foram 

incubadas com 2ml tampão de extração [10 mM de ácido cacodílico (pH 5,0), 0,15 

M NaNO3 e 0,01% de Triton X-100] a 4 °C, em agitação contínua, por um período 

de 24 horas. Após este tempo o tampão de extração foi coletado por centrifugação 

(10 minutos, 4°C em 13000 rpm). As amostras dos grupos controle, Sham e DisBa-

01 foram concentradas de maneira que cada poço do gel de zimografia continha 10 

µg de proteína. Foi adicionado em todas as amostras 10 µl de tampão de amostra 

    β-mercaptoetanol (agente redutor). As amostras foram resolvidas por 

eletroforese em gel de policriamida contendo SDS 10% e gelatina na concentração 

final de 1mg/ml. Após a corrida, o gel foi lavado uma 2 vezes durante 20 minutos 

em solução 2,5% de Triton X-100 para remoção do SDS. O gel foi incubado no 

tampão de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl2 mM e NaN3 0,02%), a 37 °C, 

durante 20 horas. Após este tempo, foi corado com Coomassie Blue Brilliant R-250 

(Bio-Rad) por 30 minutos, descorado com ácido acético: metanol: água (1:4:5) para 

visualização das áreas de atividade. Os géis foram fotografados por uma câmera 

Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels (Virginia, USA) e as medias da intensidade 

das bandas ativas foram mensuradas usando o software Gene Tools. Os géis 

foram preparados em uma mesma remessa, corridos ao mesmo tempo, 

fotografados e revelados nas mesmas condições. 

 



 37 

3.7) Análises de Western Blotting 

 A quantidade de 200 mg de músculo da parede abdominal, incluindo o 

anel herniário onde encontrava-se o tecido cicatricial, foi homogeneizada em 3 

ciclos de 20 segundos no homogeinizador de tecidos FastPrep®-24 (MP 

Biomedicals) em tampão fosfato de lise contendo Tris 10mM, pH 7,5, NaCl10mM, 

EDTA0,1mM, Triton X-100 0,5%, NaN3 0,02% e PMSF 0,2mM dissolvido em 

DMSO. 

A concentração proteica foi determinada pelo método do ácido bicinconínico 

(BCA) utilizando a albumina de soro bovino como padrão. As amostras foram 

diluídas em solução redutora contendo Tris-HCl 0,0625 mM pH 6,8, 20% glicerol, 

azul de bromofenol 0,02% e 2% β-Mercaptoetanol. A separação das amostras foi 

realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE em tampão de 

corrida contendo Tris-HCl 25mM pH 8,3, SDS 0,1% e glicina 192mM a 100V 

durante 90 minutos. As proteínas foram transferidas para membranas de fluoreto 

de polivinilideno (PVDF) em solução tampão contendo Tris-HCl 25mM, glicina 

192mM, metanol 20% e SDS 0,025% à 350mM durante 90 minutos. O bloqueio dos 

antígenos inespecíficos foi realizado em solução tampão TBS-T com leite 

desnatado 5% durante 60 minutos. As membranas foram incubada com os 

anticorpos primários de cabra anti-COL I (A1) diluição 1:1.000, overnight à 4°C, 

lavadas por solução tampão TBS-T por 3 vezes durante 5 minutos sob agitação e 

posteriormente incubadas com o anticorpo secundário (Anticorpo de cabra e de 

coelho anti-IgG de rato) diluição 1:5.000, por 120 minutos. Após incubação, a 

membrana foi lavada por solução tampão TBS-T por mais 3 vezes e a 



 38 

imunodetecção realizada por quimioluminescência com o kit ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagent (GE Health Care Life Sciences) e reveladas em 

fotodocumentador ChemiDoc XRS System (Bio Rad). 

 

3.8) Análise Estatística dos Dados 

 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão (DP). Após o 

teste de normalidade de Komogorov-Smirnov, utilizaram-se os testes t não pareado 

(intergrupos) para os testes qualitativos. A média e o erro padrão foram calculados 

para os dados quantitativos. A significância para três ou mais variáveis foi 

determinada por análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla de 

Tukey-Kramer. Em todos os cálculos foi fixado um nível crítico de 5% (p  0,05) e 

os softwares utilizados foram o Instat Graphpade e o programa Statistical Package 

for the Social SciencesTM (SPSS – IBM, version 10.0.1, 1999). 
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4) RESULTADOS 

 

Após a indução cirúrgica todos os animais, Grupo Sham e DisBa-01, exceto 

o grupo controle, formaram hérnia incisional (tabela 5).  

 

Tabela 5: Resultado do pós operatório e presença do anel herniário e formação da  
membrana, após 14 dias do experimento de todos os grupos. 

 

 

A progressão da HI foi acompanhada de avaliação periódica do animal, 

traduzida pelo abaulamento característico do abdome conforme mostrado na Figura 

12. No 14° dia, após o sacrifício dos mesmos para a retirada de fragmento do 

músculo da parede abdominal, foi possível observar a parede integra em todos os 

animais do grupo controle. 

 

 

Grupo 
 

Hérnia 
Dia 1 

Anel Herniário  
Dia 14 

Presença de membrana 
Dia 14 

Controle 0/6 0/6 0/6 

Sham 6/6 6/6 6/6 

DisBa 0.25 mg 6/6 6/6 6/6 

DisBa 0.5 mg 6/6 6/6 3/6 

DisBa 1.0 mg 6/6 6/6 6/6 
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 Figura 12: A: presença de hérnia incisional em todos os animais do grupo Sham e DisBa-01 após  a 
indução cirúrgica todas as características da hérnia incisional; B: parede integra no grupo controle, C: 
anel herniário aberto grupo DisBa-01 – 0,5 mg. 

 

No grupo Sham, após o sacrifício dos animais no 14°dia, para a retirada de 

fragmento do músculo da parede abdominal, foi observada em todos os animais a 

presença de uma membrana tênue que ocluía todo o anel herniário, transparente e 

frágil conforme ilustrado na figura 13. 

 

Figura 13: Sham: A: Membrana(M) tênue e frágil presente em todos os animais do grupo Sham 

ocluindo o anel herniário; B: limites do anel herniário (AH) ocluído pela membrana (M). 

 

No grupo DisBa-01 – 1mg/kg, após o sacrifício dos animais no 14°dia, foi 

observada a presença de membrana branco nacarada, espessa e resistente a 

manipulação, aspecto fibrótico, ocluindo todo o anel herniário e também a presença 

A B 

A B 

AH

HH

H 

M 
M 

C 
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de retração cicatricial, a qual não foi observada nos grupos DisBa-01- 0,25 e 0.50 

mg/kg. (figura 14). 

 

Figura 14: animais tratados com DisBa-01. A: presença de retração cicatricial ferida operatória (RC) 
e oclusão do anel herniário por membrana aspecto fibrótico; B: fechamento do anel herniário por 
membrana resistente (M) de aspecto fibrótico (branco nacarado) resistente e limites do anel 
herniário (AH); C: Dissecção da parede abdominal evidenciando a presença da membrana aspecto 
fibrótico e limites do anel herniário. 

 

A seguir, na figura 15, estão apresentados os resultados da analise da 

expressão gênica do colágeno I, colágeno III, VEGF e MMP-2 entre os grupos 

estudados.  
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Figura 15: Expressão gênica de Colágeno I (A), MMP-2 (B), colágeno III (C), e VEGF (D) nos 
extratos da parede abdominal dos controles (sem IH), grupo de Sham, e dos grupos tratados com 
DisBa-01 0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg. Os dados são expressos em unidades arbitrárias. (ANOVA e teste 
de Tukey, P <0,05). Em a = diferença com grupo controle; b = diferença com grupo Sham; c = 
diferença com DisBa-01(0,25) e d = diferença com DisBa (0,50). 

 

Como pode ser observado na figura 15, o grupo Sham aumentou 

significativamente o colágeno I e III quando comparado com o grupo controle 

(Figura 15A e 15C, respectivamente, P <0,05). No entanto, o grupo DisBa-01 não 

afetou a expressão de colágeno III, uma vez que em todos os grupos, os valores 

não foram significativamente diferentes dos animais do grupo Sham (Figura 15C). 

Porém observamos que, em relação ao colágeno I, o grupo Sham teve aumento 

em relação ao grupo controle; o grupo DisBa-01 (0,5 e 1,0 mg/kg) também 

apresentou aumento em relação ao controle e foi menor em relação ao Sham. 



 43 

A indução de IH fortemente ativou a expressão de MMP-2, mas este efeito 

foi completamente inibido pela DisBa-01 em todas as doses testadas (Figura 15B). 

A dose mais elevada da desintegrina DisBa-01 produziu níveis de MMP-2 abaixo 

do grupo controle (P <0,05).  

Além disso, a expressão de VEGF foi severamente diminuída pela cirurgia 

após 14 dias. (Figura 15D). A DisBa-01 na dose de 1,0 mg/kg intensificou o efeito 

negativo em relação ao grupo Sham na expressão do gene de VEGF, enquanto as 

doses mais baixas não causaram efeito semelhante.  

A figura 16 mostra a relação da expressão de colágeno I com colágeno III 

(Col I / Col lII).  

 

Figura 16: Relação da expressão gênica do Colágeno I / Colágeno III nos extratos da parede 
abdominal dos controles (sem HI), grupo de Sham, e dos grupos tratados com DisBa-01 0,25, 0,5 e 
1,0 mg/kg. Os dados são expressos em unidades arbitrárias. (ANOVA e teste de Tukey, P <0,05). 
Em a = diferença com grupo controle; b = diferença com grupo Sham.  
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Na figura 16, observamos que a relação do Colágeno I / Colágeno III no 

grupo controle foi próxima a 1.0 onde, na figura 15, tanto Col I como Col III eram 

pouco expressos para este mesmo grupo.  Entretanto, o grupo Sham apresentou 

maior relação da expressão destas proteínas em comparação ao grupo controle e 

grupo DisBa-01, sem diferenças entre as doses. 

O processo de cirurgia ativou fortemente as três formas (pró, intermediária e 

ativa) de MMP-2 demonstradas por zimografia em géis de gelatina (Figura 17A e 

B). A atividade das bandas correspondentes a enzima pró (72 kDa), a enzima ativa 

e intermediária (64kDa) foram identificadas pela sua massa molecular em SDS-

PAGE e quantificadas por densitometria (Figura 17B-C). Em contraste, apenas 

vestígios de atividade correspondente à banda intermédia foi encontrado nos 

controles não operados (Figura 17 A e C). Curiosamente, a DisBa-01 não afetou a 

atividade da enzima pró, ou a forma intermediária, com a única exceção de que a 

dosagem de 0,25 mg/kg, diminuiu a MMP-2 na forma intermédia. No entanto, a 

DisBa-01 inibiu a ativação de MMP-2 de uma maneira inversa dependente da dose, 

em que a dose mais baixa produziu a maior inibição (Figura 17C). 
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Figura 17: (A) Atividade da MMP-2, de extratos da parede abdominal do controle e Sham (HI 
tratado com PBS), (B) tratados com DisBa-01 0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg por zimografia em gelatina. (C) 
A atividade da MMP-2, foi quantificada por densitometria de banda e expressa em unidades 
arbitrárias para as três formas de MMP-2 (pro-MMP-2 (72 kDa), e intermediários de forma ativa 
(64kDa). Os valores são apresentados como a média ± 1DP (ANOVA e teste de Tukey, P <0,05). 
Em a = diferença com grupo controle; b = diferença com grupo Sham; c = diferença com DisBa-
01(0,25).  

 

 

Na figura 18, estão apresentados os resultados da analise quantitativa de 

colágeno nos grupos: Controle, Sham (PBS) e DisBa-01 (1mg/kg). 
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       Figura 18: Análise histológica da camada de colágeno nos grupos controle, SHAM e DisBa-01, onde 
podem ser observadas as diferenças na espessura desta camada de colágeno. (Aumento de 40x). 

 

Como pode ser observado na figura 18, no grupo controle apresentou uma 

camada de menor espessura de colágeno em relação aos grupos Sham e DisBa-

01, porém a disposição do colágeno do grupo Sham tem aspecto desorganizado e 

aparentemente em maior quantidade, enquanto no grupo DisBa-01 o colágeno 

apresenta-se de forma organizada porem com aspecto de fibras menos espessas 

do que o grupo Sham, sendo que para melhor visualização destes resultados, 

demonstramos abaixo na figura 19 com aumento de 10x. 



 47 

 

Figura 19: Análise histológica da camada de colágeno nos grupos controle, Sham e DisBa-01, onde 
podem ser observadas as diferenças na espessura desta camada de colágeno com zoom. 
(Aumento de 10x). 

 

Na figura 19, com aumento de 10x, observamos as diferenças da 

distribuição e organização das fibras de colágeno nos grupos, onde no grupo 
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DisBa-01 a disposição das fibras esta mais organizada e compactas em 

comparação ao grupo Sham. 

 

 

Figura 20: Quantificação da camada de colágeno em mm para cada animal dos grupos controle, 
SHAM e DisBa-01 que foi determinada utilizando-se o sistema de pixels por meio do software Image 
J (National Institutes of Health - NIH, versão 1,47; USA). 

 
 
 
Quando visualizamos a espessura em mm da camada de colágeno em cada 

um dos animais (figura 20) foi possível constatar que no grupo controle, todos os 

animais apresentaram espessura reduzida. No entanto, grupo Sham e DisBa-01, 

houve aumento relativo em praticamente todos os animais estudados.  A seguir, na 

figura 21, estão apresentados os resultados estatísticos da espessura (mm) do 

colágeno entre os grupos.  
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Figura 21: Quantificação da camada de colágeno em mm, entre os grupos controle, Sham e DisBa-
01. a = diferenças entre o grupo Sham e Controle. 

 

 

Na figura 21, observamos que o grupo Sham apresentou maior espessura 

da camada de colágeno, em comparação ao grupo controle. 

Na figura 22, estão apresentados os resultados das análises de Western 

Blotting para determinação de Colágeno tipo I (A1), nos grupos: Controle, Sham 

(PBS) e DisBa-01 (1mg/kg). 
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Figura 22: Análises de Western Blotting para determinação de Colágeno tipo I (A1) a partir do 
extrato proteico músculo da parede abdominal, incluindo o anel herniário. Foram adicionados 30ug 
de amostra em cada poço para os animais controle (poço 1), Sham (poço 2) e tratados com DisBa-
01 (poço 3). Actina foi utilizada como controle do carregamento. a = diferenças entre grupo DisBa-
01 e Controle.  
 
 
 

 As analises de Western Blotting, evidenciaram a presença de colágeno tipo I 

(A1), nos 3 grupos, porém somente o grupo DisBa-01 diferiu estatisticamente do 

Controle (P<0.05).  
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5) DISCUSSÃO 
 
 

O modelo experimental de HI usado aqui foi considerado 100 % eficiente, 

uma vez todos os animais operados desenvolveram hérnia após o período 

experimental de 14 dias. Dubay et al (2004) relataram uma incidência de 80 % de 

HI em um modelo muito semelhante, mas a observação foi efetuada no 28° dia, o 

que poderia explicar a diferença entre os resultados. 

Em relação a análise macroscópica, no presente estudo foi evidente e 

formação de uma membrana que ocluía o anel herniário em todos os ratos do 

grupo DisBa-01 (0,25 e 1,0), exceto em 3 animais do grupo DisBa-01 em doses 0,5 

mg/kg,  após 14 dias da cirurgia. Em nosso estudo prévio, com doses menores 

(0,11mg/kg), observamos que os ratos também desenvolveram o mesmo anel 

herniário, porém com espessura relativamente mais delgada e com menor retração 

cicatricial (Oliveira, 2009). Neste sentido, o presente estudo foi elaborado no 

sentido de verificar a presença da mesma membrana em diferentes doses de 

DisBa-01, no sentido de avaliar se o mesmo resultado seria reproduzido, além de 

ampliar o estudo dose-resposta.  

Embora seja difícil avaliar macroscopicamente os efeitos das diferentes 

doses, propomos como ensaio original a avaliação de fatores gênicos, histológicos, 

da expressão de MMP bem como a expressão de colágeno nos tecidos, com o 

objetivo de ampliar o entendimento dos mecanismos responsáveis pela formação 

desta membrana. Considerando que o colágeno se constitui em um principal 
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marcador no reparo tecidual, no presente estudo, buscando explorar as análises de 

expressão dos colágenos I e III nos tecidos dos animais tratados com DisBa-01, 

comparando com o grupo controle (sem cirurgia) e Sham (com cirugia).  

No presente estudo, mostramos que a expressão gênica do colágeno tipo III 

foi amplamente expressado pela cirurgia (figura 15C). Entretanto, o colágeno tipo I 

(Figura 15A) foi significativamente expressado no grupo Sham (cirurgia) em 

comparação ao controle. No entanto, o grupo DisBa-01 (em todas as doses) 

evidenciou menor expressão em comparação ao grupo Sham e controle.  Somente 

a dose 1,0 de DisBa-01 foi diferente da dose 0,5. Neste contexto, especulamos que 

após 14 dias de reparo tecidual, a expressão do colágeno tipo I já tenha ocorrido 

no grupo DisBa-01, fato que foi mais marcante nas doses mais elevadas de DisBa-

01. Um provável mecanismo que possa explicar nossos achados é que, pelo fato 

da DisBa-01 bloquear a integrina αvβ3, que é o ligante da MMP-2 (Purslow et al, 

2011), que atua na degradação do colágeno tipo I, assim estaria contribuindo para 

o bloqueio da expressão desta protease (vias de sinalização celular).  

O colágeno é o componente principal do MEC e a principal proteína 

envolvida na resistência à tração. O colágeno tipo I é a forma madura e estável, 

enquanto o colágeno III é considerado uma forma imatura, sendo encontrado em 

maior quantidade em pacientes com HI (OLIVEIRA, 2009). A relação col I/col III 

geralmente é diminuída em pacientes com HI recorrente e esse efeito pode ser 

atribuído a qualquer deficiência da síntese de colágeno ou ativação anormal de 

MMPs (KLINGE et al, 1999). Em humanos, um recente estudo mostrou que a 

relação reduzida de Colágeno I / Colágeno III naqueles pacientes portadores de HI 
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recidivante (Calaluce et al, 2013). Em nosso estudo, a relação reduzida no grupo 

DisBa-01 em contraste ao grupo Sham (figura 16) possa ser devido ao fato de que 

após 14 dias a sua maior expressão já tenha ocorrido, entretanto, um estudo que 

avalie esta relação em diferente tempos de cirurgia poderiam confirmar tais 

achados. 

Uma das observações mais marcantes no presente estudo foi a forte 

ativação da MMP-2 nos animais do Sham (Figura 15), sugerindo, assim, a 

degradação acelerada do tecido para este grupo. Quando ativadas, as MMPs 

podem degradar componentes da matriz extracelular com a posterior liberação de 

fatores de crescimento, incluindo aqueles envolvidos na angiogênese (WHITE et al, 

2007). Estas enzimas podem também participar na sinalização de receptores 

celulares, portanto, regulam a atividade das células.  A MMP -2 também podem ser 

ativada por colagéno I e fibronectina. Em estudo prévio, a ativação da MMP-2 por 

colagéno                             h                      p   xp         β3 e 

em células de câncer de mama humano (VAN HINSBERGH et al, 2006). Contudo, 

o mecanismo molecular desta inibição não é completamente compreendido até o 

momento.  

Em contraste, no presente estudo, no grupo DisBa-01, observamos que 

houve redução significativa em comparação ao grupo Sham, sendo que a dose 1,0 

produziu menor expressão da MMP-2. Sob condições fisiológicas normais (Purslow 

et al, 2011), a homeostase da MEC é explicada pelo  equilíbrio da ativação e 

inibição das MMPs, as quais apresentam importante função na degradação e 

remodelação da matriz extracelular. A superexpressão do grupo Sham em 
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contraste com os demais grupos, pode ser explicada pela quebra da homeostase, 

devido a liberação de citocinas que estimulam a expressão de MMP-2 desta no 

tecido estudado (Antoniou et al, 2009). Por outro lado, apesar do estímulo da 

cirurgia no grupo DisBa-01, ocorreu maior inibição expressão de MMP-2 na dose 

1,0, que pode ser explicada pelo bloqueio da  a integrina αvβ3, que é o ligante desta 

protease ao substrato da MEC (Selistre-de-Araujo et al, 2010). 

No presente estudo, apresentamos novas evidências para o papel da 

integrina αvβ3 e atividade da MMP-2. O uso de um antagonista específico da 

integrina αvβ3, tal como DisBa-01 inibiu completamente a expressão do gene de 

MMP-2 e, parcialmente, diminuiu sua atividade também. Estes resultados sugerem 

que a integrina αvβ3 pode ser um novo alvo para o tratamento terapêutico de HI . 

Curiosamente, a expressão de VEGF foi suprimida aos 14 dias para todos 

os grupos operados. Contudo, o grupo DisBa-01 não inibiu a expressão do VEGF 

como o esperado, apenas na dose mais elevada (dose 1,0). Tais achados não 

puderam ser explicados no presente estudo, pois não foi possível avaliar as 

diferentes fases do processo de cicatrização. Contudo, em outro estudo de nosso 

   p   S   ’A      al, 2008) demonstraram que  a alternagina-C (ALT-C) e ALT-C 

PEP, um peptídeo derivado de sua sequência, foram capazes de induzir a 

angiogênese em feridas de pele de rato. A ALT-C e ALT-C PEP induziu a formação 

de novos vasos e modulou a expressão de fatores de crescimento, principalmente 

VEGF e FGF1. Naquele estudo, a expressão aumentada do VEGF pôde ser 

detectada até 7 dias após a lesão, concluindo que houve maior estimulação de 

angiogênese em feridas neste período de tempo. Assim, estes resultados podem 
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explicar parcialmente nossos achados, supondo que 14 dias após HI e tratamento 

com DisBa-01 inibiu fortemente a expressão de VEGF em células endoteliais, mas 

não em fibroblastos in vitro (MONTENEGRO et al, 2012).  

No estudo de Ramos et al, (2008), a integrina αvβ3 expressa nas células 

endoteliais tem um importante papel na angiogênese de tumores e metástases 

através de interações adesivas, pois  em muitos modelos animais, utilizando-se 

anticorpos ou peptídeos RGD ocorreu o bloqueio da αvβ3, inibindo a formação de 

vasos sanguíneos, uma vez que esta integrina αvβ3 se relaciona com o receptor de 

bFGF na migração endotelial e adesão na presença de bFGF. Neste estudo, a 

DisBa-01 reduziu a angiogênese suprimindo a adesão celular mediada pela αvβ3 

com as proteínas da MEC, incluindo a vitronectina.  

Em outro estudo, os níveis de VEGF no fluido drenado da ferida operatória 

foram maiores nos pacientes submetidos à correção de tela de polipropileno do que 

os encontrados em pacientes que foram submetidos à sutura convencional 

(KARAYIANNAKIS et al, 2003). No entanto, os níveis de VEGF nestes dois estudos 

foram analisados por meio de imunoensaio e, portanto, a disponibilidade do VEGF 

poderia ser devido à ativação de MMPs pela cirurgia. De qualquer forma, a 

presença de outros fatores angiogênicos que o VEGF deve ser determinada para 

uma melhor compreensão da angiogênese do tecido cicatricial. 

No presente estudo, por se constituir de primeira investigação sobre os 

efeitos da DisBa-01 no reparo cicatricial, não encontramos outros achados 

publicados que pudessem comparar os efeitos desta desintegrina na expressão de 
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MMP-02, VEGF ou outros marcadores de sinalização de reparo em feridas. No 

entanto, um estudo com outra desintegrina, Durigan et al, (2008) observaram que 

Alternagina C (ALT-C) reduziu a expressão de MMP-2 e a atividade gelatinolítica 

em músculos lesionados, concluindo que a ALT-C não melhorou o processo de 

regeneração muscular em ratos. Este estudo (Durigan et al, 2008) mostrou que a 

ALT-C mudou a homeostase das proteínas da MEC durante a fase de regeneração 

muscular. 

Portanto, os dados apresentados neste manuscrito ampliam a compreensão 

atual da integrina αvβ3 no reparo da ferida cirúrgica após indução de HI. No 

entanto, futuros estudos que abordam a contribuição da integrina αvβ3 em 

diferentes fases de cicatrização da feridas merecem ser analisadas.  

Tal fato pode ser constatado quando observamos a análise histológica das 

amostras dos novos grupos (figura 18, 19 e 20), onde o grupo Sham e DisBa-01–

1,0mg/kg, demonstraram camada mais espessa em mm em relação ao grupo 

controle (figura 21). Entretanto, na analise estatística, a espessura do colágeno no 

grupo Sham foi maior que o controle, sem diferenças entre os grupos DisBa-01  e 

controle. Na analise histológica, pode-se observar macroscopicamente que a 

camada de colágeno do grupo Sham apresentava as fibras de colágeno de forma 

desorganizada, formando uma camada espessa, enquanto a camada de fibras de 

colágeno do grupo DisBa-01 – 1,0mg/kg apresentava fibras mais compactas e 

organizadas. Conforme pode ser observando pelos resultados do Western Blotting, 

a quantidade de colágeno I – A1 foi significativamente maior no grupo DisBa-01 

(figura 22). Tais achados se constituem em primeira investigação dos efeitos da 
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DisBa-01 no remodelamento tecidual após HI. Estudos prévios de nosso grupo com 

a desintegrina Alternagina C (ALT-C) demonstrou que o tratamento de animais com 

lesões de pele produziu aumento de fibroblastos, maior deposição de colágeno e 

acelerou o processo inflamatório. Tais achados corroboram com o presente estudo, 

indicando que as desintegrinas podem ser estratégias terapêuticas promissoras na 

m  h    p                    ç    S   ’A          2011).  
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6. LIMITAÇÕES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Este estudo apresenta algumas limitações que merecem ser elecandas. O 

tempo das fases de cicatrição poderiam auxiliar a melhor interpretação dos 

achados, considerando tempos de 3, 7, 14 e 21 dias, podendo explorar de forma 

mais detalhada as analises de expressão gênica, histologia e wester blotting. 

Contudo, tais design exigiriam grande quantidade de animais e recursos, além da 

dificuldade de disponibilidade da DisBa-01, pois a produção desta proteína em 

nosso laboratório ainda é pequena.  

Outra limitação de nosso estudo foi comprovar se realmente esta atividade 

da DisBa-01 na HI poderia ser confirmada através do uso de uma DisBa-01 

mutante RGD. Portanto, tais investigações podem ser confirmadas em ensaios 

futuros.  

Finalmente, uma limitação de nosso estudo foi a ausência de provas como a 

biomecânica da membrana e a realização do proteoma, as quais poderiam 

confirmar a características e resistência. Estas analises podem ser realizadas em 

ensaios futuros de nosso laboratório, auxiliando na compreensão das propriedades 

deste novo tecido e sua aplicação terapêutica. 
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7) CONCLUSÃO 

O presente estudo mostrou que a DisBa-01, uma desintegrina tipo RGD 

bloqueadora da integrina αvβ3, inibiu o desenvolvimento de HI em ratos após 14 

dias do processo cicatricial, através dos seguintes mecanismos:  

a) formação de uma membrana resistente, mais evidente ectoscopicamente, 

principalmente do grupo DisBa-01 / 1,0 mg, contendo camada de colágeno 

observada através da análise histológica, que ocluiu o anel herniário; 

b) a DisBa-01 inibiu completamente a expressão do gene de MMP-2 e, 

parcialmente, diminuiu sua atividade, sobretudo na dose 1 mg, reforçando o papel 

da integrina αvβ3 e a atividade MMP-2 no remodelamento da MEC;  

c) A DisBa-01 não inibiu a expressão do VEGF, como o esperado, apenas na 

dose 1 mg, contrapondo resultados observados anteriormente da inibição da 

expressão de VEGF em células endoteliais, mas não em fibroblastos in vitro;  

d) A DisBa-01, após 14 dias, produziu maior organização das fibras de 

colágeno, a qual pode ser explicada pelo aumento do colágeno I-A1, por meio da 

analise de Western Blotting. 

A p      p ç                αvβ3 é importante no reparo tecidual, uma vez que 

o bloqueio de suas atividades pela DisBa-01 melhorou o processo de cicatrização 

da hérnia incisional nos animais estudados.  
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9. ANEXOS 

 

9.1. Aprovação do Comite de etica em pesquisa com animais. 

 

 

 


