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Resumo

Introducdo: Hérnia incisional (HI) é considerada uma doenca do tecido
conjuntivo caracterizada pelo defeito no processo de cicatrizagéo de feridas,
e € encontrado apoés cirurgias abdominais em alta incidéncia. Estudos prévios
tem mostrado que a desintegrina DisBa-01, que apresenta alta afinidade com
a integrina a,B3 possa ter ampla aplicacédo terapéutica e/ou laboratorial nas
desordens relacionadas ao colageno.

Hipotese do estudo: Considerando o papel regulador do receptor de
vitronectina, a integrina a3, na cicatrizacao de feridas, a hipétese de que o
bloqueio desta integrina poderia modular a reparacao tecidual.

Objetivos: Avaliar a DisBa-01 (uma desintegrina RGD-recombinante a partir
veneno da Bothrops alternatus) como um bloqueador de integrina a,f3 ha
melhora da cicatrizacao da Hl.

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 expressao génica de MMP-2, do colageno tipo | e
lll, e do VEGF e Western Blotting par analise do colageno.

Resultados: A inducéo da HI foi observada em todos os animais operados e
ap6s 14 dias nos animais do grupo Sham e no grupo DisBa-01, néo
apresentaram sinais visiveis de hérnia e observou-se a oclusdo do anel
herniario. O procedimento da cirurgia ativou significativamente a expressao
de genes da MMP-2, bem como a sua atividade (P<0.05). A regulacdo de
expressdo do gene do colageno | (col-l) e lll (col-1ll) também foi observada,
DisBa-01 diminuiu a expresséao de col-l, mas nédo teve nenhum efeito sobre a
expressao de col-1ll, enquanto expressédo de VEGF foi suprimida apés o 14°
dia da cirurgia. Em contraste, DisBa-01 inibiu significativamente a expressao
do gene de MMP-2 e a sua atividade (P <0,05). As analises de Western
Blotting, evidenciaram a presenca de colageno tipo | (Al), nos 3 grupos,
porém somente o grupo DisBa-01 diferiu estatisticamente do Controle
(P<0.05). A espessura em mm da camada de colageno em cada um dos
animais no grupo controle apresentaram espessura reduzida. No entanto,
grupo Sham e DisBa-01, houve aumento relativo em praticamente todos 0s

animais estudados (P <0,05).



Conclusao: Estes resultados indicam que a integrina a,83 desempenha um
papel importante no controle da cicatrizacdo de feridas e o seu bloqueio
modula as condi¢des de reparacdo de tecidos, incluindo HI. Esta informacéo

pode ser especialmente Util para pacientes com recorréncia de Hl.

Descritores: <Hérnia ventrale Abdome <DisBa-01 <Cicatrizacdo de feridas
*Ratos.



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 av3, which can have wide therapeutic application

and/or laboratorial in disorders related to collagen.

Hypothesis: Considering the regulatory role of the vitronectin receptor, the
avB3 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 avB3 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 | and Il 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-l, however, did not affect col-lll, while VEGF expression was
down regulated at dayl4. In contrast, DisBa-01 significantly inhibited MMP-2
gene expression and its activity. Western Blotting analysis revealed the
presence of TypelA collagen in all groups, however only DisBa-01 differed

statistically of Control group. The thickness of the collagen layer in each of



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 av3 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 healinge Rats.
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1) INTRODUCAO

Hérnia incisional (HI) ou ventral como podem ser denominadas, sao aquelas
que surgem apés a laparotomia, sendo a complicacdo mais comum deste
procedimento cirdrgico, caracterizando-se pelo afastamento progressivo das
bordas musculo aponeuroéticas incisadas, mantendo-se integros a pele e o periténio
parietal que, juntos, compdem o saco herniario, para onde migra o contetudo
abdominal, ocasionando o abaulamento da cicatriz (HOLZHEIMER e MANNICK,

2001).

Estudos prospectivos relatam a incidéncia de 11% de hérnia incisional apos
laparotomias, sendo esta a causa mais comum de reoperacdo (DUBAY et al,
2007). Nos Estados Unidos da América (EUA) sao realizadas aproximadamente
200.000 cirurgias por ano para o tratamento desta patologia (NATIONAL CENTER
FOR HEALTH STATISTICS,1995/2007). No entanto revisfes sistematicas
atualmente tem mostrado um aumento na incidéncia desta complicacdo da

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

Culbertson et al (2011) relatam que a incidéncia 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 sdo assintomaticas e nao sdo relatadas
pelos portadores, portanto ndo seriam diagnosticadas e para isto necessitariam de
um exame fisico cuidadoso para o seu diagnéstico. Além disso, apesar dos
avangos nas técnicas cirurgicas e de novos materiais tais como o uso de malha

(telas sintéticas) e cuidados ao paciente, a incidéncia de hérnia incisional néo



apresentou uma alteragdo significativa nos ultimos 75 anos, com altas taxas de
recorréncia, permanecendo como complicacdo frequente pds laparotomias

(CULBERTSON et al, 2011).

Para explicar a alta incidéncia da hérnia incisional, é preciso compreender o
mecanismo de formacdo da hérnia, que ocorre apos a incisdo e diérese dos planos
da parede abdominal durante a realizacdo da laparotomia, acarretando a perda da

funcao e estrutura dos tecidos (FRANZ, 2008).

Apés a sintese da incisdo na parede abdominal, espera-se que ocorra o
processo de cicatrizacdo da ferida operatdria. Sabendo-se que as fases da
cicatrizacdo séo: inflamacéo, fibroproliferacao (formacao de cicatriz) e remodelacao
da ferida, eventos que possam interferir em uma destas fases de cicatrizacdo da
ferida operatéria, serdo responsaveis pela formacdo da hérnia incisional, como

exemplo: Infeccao, isquemia, anti-inflamatorios esterdides (FRANZ, 2008).

Dubay et al (2007) citam que a falha na cicatrizagdo da ferida operatéria
seria multifatorial, sendo um destes fatores a alteracdo da estrutura muscular da
parede abdominal, estrutura esta que se encontra sob um equilibrio dindmico

(formado pelos musculos do abdome) e que estaria alterada apds a laparotomia.

O rompimento da linha alba, que é considerada anatomicamente um tendao,
durante a laparotomia, resultaria na perda funcional deste equilibrio de forgas,
apesar de mantido a integridade dos musculos retos abdominais, os musculos
obliquos interno e externo estariam tracionando a linha de sutura , dificultando a

cicatrizagdo, contribuindo para formacdo da hérnia incisional. Evidéncias



demonstram que a hérnia incisional e hérnias recorrentes estdo associadas
geralmente a uma falha da cicatrizacdo da ferida operatéria, e na grande maioria
relacionadas a ruptura mecénica da linha de sutura da parede abdominal na fase

inicial da cicatrizagdo (FRANZ MG, 2008).

Por muito tempo o desenvolvimento da hérnia incisional tem sido atribuido a
teoria da ruptura mecanica, relacionada aos tecidos moles (musculos e
aponeurose). No entanto, o papel do coldgeno no desenvolvimento e na
recorréncia da doenca tem sido pesquisado como fator biolégico, podendo explicar
esta ruptura na linha de sutura, ndo sendo o fator mecéanico o principal mecanismo
na génese desta disfuncdo (KLINGE et al, 2006). A hipOtese para este fator
biolégico estaria em um mecanismo chamado de mecanotransducdo, definida
como a sinalizacdo celular que ocorre em resposta a uma forgca mecanica

resultando em respostas celulares para cicatrizacdo da ferida operatoria.

A mecanotransducdo é um processo no qual as células ao receber em seu
ambiente estimulos fisicos traduz os mesmos em sinais bioquimicos, permitindo a
transformacao de forcas fisicas em uma resposta celular. Os etimulos recebidos
pela célula podem ser qualquer forca aplicada a parede celular, como o
alongamento da membrana celular ou exposicdo a campos eletromagnéticos, por

exemplo, (CULBERTSON et al, 2011).

Os estimulos mecanicos seriam detectados por proteinas mecanosensitivas
que detectam a alteracdo da estrutura celular, incluindo os canais de ions ativados

por estiramento na membrana da célular, receptores de adesdo transmembranas



que ligam o citoesqueleto com a matriz extracelular (MEC) a outras células (ex:
integrinas), proteinas (ex: sarcomericas titina e miosina ) e receptores de superficie

celular (Benavides Damm e Egli, 2014).

Na revisdo de Salvini et al. (2012), foi demonstrado que 0os componentes da
matriz extracelular estimulados pela forgca mecanica e as integrinas localizadas na
membrana das fibras musculares detectam esta tenséo e sinalizam para o interior
da fibra muscular ativando assim diversas proteinas alterando a transcricdo dos
genes musculoespecificos que atuam na traducdo de proteinas no citoplasma
causando uma serie de altera¢cBes intracelulares como o aumento da sintese

proteica e da forca muscular.

Kjaer (2004) também esclarece sobre as respostas adaptativas de proteinas
do citoesqueleto e componentes da MEC relacionadas a cargas mecanicas. O
mecanismo de uma sinalizacdo estaria realacionado a fatores de crescimento
liberados na MEC apds o estimulo mecéanico. Dentre os fatores de crescimento
propostos esta o fator de crescimento hepatocitico (HGF) que se encontra no

musculo ndo lesado, que seria estimulado pela acédo das citocinas (Figural).
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Figura 1: Intensidade de carga musculo esquelético e as respostas adaptativas de matriz
extracelular. Interac@o hipotética entre matriz extracelular, proteinas do citoesqueleto, e fibras
musculares esqueléticas em resposta a carga excéntrica da contratacdo da musculatura. Adaptado
de Kajaer, 2004.

Sendo assim, a tensdo mecéanica desencadeia a sinalizacdo para reparacao
ou regeneracdo de células em muitos desses tecidos. A parede abdominal é
submetida a uma pressao intermitente e constante provocada, por exemplo, pela
respiracao, tosse.

Sendo a parede abdominal dependente desta tensdo mecéanica para
sinalizar, acredita-se que isto ocorra através de vias de mecanotransducgéo (Figura
2) que ativariam os fibroblastos da ferida operatéria induzindo o alinhamento de
muitos tipos de células e da organizacdo dos fibroblastos e fibras de colageno na
aponeurose abdominal normal, desempenhando papel essencial no reparo,

sintetizando fatores de crescimento utilizados na producdo e remodelacdo da



matriz extracelular para contragdo da ferida e posterior cicatrizagédo

(CULBERTSON et al, 2011).
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Figura 2: Esboco da teoria da “mecanotransducao” e as for¢as mecénicas que atuam no reparo de
laparotomia. Bell6n e Duran, 2008.

O colageno é a proteina mais comum no reino animal, correspondendo a
30% do total de proteinas do corpo humano, proporcionando aos tecidos: forca,
integridade e estrutura; sendo o colageno tipo | predominante (mais de 90% do
colageno total em mamiferos), estando presente nos ligamentos, tenddes e
aponeuroses.

Ja o colageno tipo Il predomina em tecidos com certo grau de elasticidade,
incluindo a pele, masculos, aponeurose e ligamentos, em recém-nascidos e na fase
inicial da cicatrizacdo de feridas cirurgicas (Diegelmann, 2001). Assim, este tipo de
colageno é frequentemente encontrado associado ao colageno tipo | em diferentes

proporcdes em aponeuroses e tecidos em cicatrizagao, reforcando a relagéo direta



entre a recorréncia de hérnia e as doencas que acometem a matriz do coldgeno

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

A presenca de colageno tipo | e Ill nos tecidos foram confirmadas por testes
com anticorpos monoclonais anticolageno, em aponeuroses e tecidos de
cicatrizacdo, isto de acordo com alguns autores tem uma relacdo direta entre
hérnia inguinal recidivadas e disturbios na matriz de colageno. Outra evidéncia
desta relacdo, com alto nivel de coincidéncia foi o achado entre hérnia incisional e
aneurisma de aorta abdominal e a possivel deficiéncia de coladgeno (FACHINELLI e

TRINDADE, 2007).

O estudo dos tipos de fibras de colageno e seus subtipos tem sido
importante para o diagnéstico de muitas doencas. O colageno encontrado na
musculatura tem papel importante na transmissdo de forcas resultantes da
contracdo e participa do processo de reparacdo dos tecidos, como descrito
anteriormente, por ser um componente importante dos musculos e aponeurose,

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

Atualmente, ja foram descritos mais de 19 tipos de colageno, sendo os tipos
[, Il e lll os mais estudados. Colagéno dos tipos |, lll, IV e V sdo encontrados nos
musculos estriados, mas apenas os tipos | e Ill sdo encontrados na aponeurose
(membrana fibrosa, branca, resistente, que envolve os musculos ou os uni com as

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

Observacdes confirmam esta hipotese de uma desordem no metabolismo do

coldgeno nos pacientes com hérnia incisional, pois foi verificada a reducéo



significativa da relagdo de colageno tipo | / 1, tanto na pele quanto na aponeurose

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

Outras doencas colagenosas como o Latirismo e Sindrome de Ehlers-Danlos
também predispde a formacdo de hérnia. Desta forma alteracbes na sintese de
colageno reduzindo ou aumentando a atividade das proteases na ferida operatoria
levariam a degradacdo do colageno, resultando em desequilibrio da homeostase
desta proteina. A reducdo nos niveis de colageno na ferida operatéria diminui a
resisténcia a tracdo, e aumenta o risco de formacdo da hérnia incisional (FRANZ,

2008).

Apesar da identificacdo dos varios tipos de colageno, ainda ndo esta bem
compreendido o seu papel nas funcbes estruturais nos diferentes tecidos,
principalmente nos musculos. Porém, o coladgeno presente na musculatura estriada
tem participacdo na conexao das fibras musculares para assegurar o alinhamento
destas, determinando os resultados da resisténcia a tracdo, em decorréncias de
interacOes fisicas e quimicas com componentes estruturais da matriz extracelular

(CALVI et al, 2012).

Segundo FRANZ, 2008, as fases de regeneracdo tecidual podem ser
divididas em trés:

Fase Inflamatodria: caracterizada pelo processo inflamatorio local com a
presenca de sinais tipicos: dor, rubor, calor e edema, e pode estar associada a

perda da funcéo local, iniciando-se no momento que ocorre a lesédo tecidual e



prolongando-se por um periodo de trés a seis dias, com objetivo de preparar o sitio

da ferida operatdria para o crescimento do novo tecido.

Fase de Fibro-proliferacdo, regeneracdo ou fibroblastica: caracterizada
pela migracdo de fibroblastos podendo se estender por aproximadamente trés
semanas, influenciada por fatores de crescimento e mediadores inflamatorios,
remodelamento da matriz extracelular que ocorre devido a deposicdo de colageno,
fibronectina e outros componentes protéicos, visando ao final a promocéo da re-

epitelizacéo (cicatrizacao).

Fase de Remodelamento ou remodelagdo: caracterizada pelas
transformacdes que ocorrem no tecido cicatricial, devido a diminuicdo progressiva
da vascularizacdo e de fibroblastos, aumento da forca tensil e reorientacdo das
fibras de colageno, tornando a cicatriz mais plana e macia, iniciando-se por volta da
terceira semana apos a ocorréncia da ferida e podendo durar até dois anos

A sintese de colageno é realizada principalmente pelos fibroblastos, sendo
estes responsaveis pela recuperacao e resisténcia a ruptura da ferida operatoria.
Estdo presentes principalmente na fase de proliferacdo, sendo perceptivel um
aumento dos numeros de fibroblastos nesta fase, acreditando-se que este aumento
seja influenciado por mediadores inflamatorios e fatores de crescimento. A acao
dos fibroblastos € importante no desenvolvimento da matriz extracelular, e esta

relacéo entre reparagao da matriz extracelular e ativagéo dos fibroblastos tem sido

descrita em estudos relacionados (FRANZ, 2008).
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A hipétese de disturbio no processo de cicatrizagcdo de feridas esta
relacionada a alterac6es no metabolismo do colageno, predispondo a formacéo de
hérnia e recidiva.

Estudos em pacientes com hérnia demonstraram disposicao irregular das
fibras desta proteina, bem como distirbios na hidroxilacdo do colageno alterando a
estrutura desta proteina, resultando em aumento na elasticidade dos tecidos
(Klinge e Mertens, 2006).

Em pacientes com hérnia incisional, priméria ou recorrente, evidenciou-se
alteracdo na proporcao da expressao génica de colageno tipo | / lll, observando-se
uma diminui¢do desta relacdo devido ao aumento do colageno tipo Ill.

Apés a andlise da matriz extracelular destes pacientes com Hl, a alteracéo
da relacdo colageno tipo | / lll pode estar associada a alteracdes na sintese de
coldgeno ou no processo de degradacdo desta proteina, este ultimo relacionado
com as metaloproteinases de matriz, como relatado por Bellon et al. (2001) na
formacao de hérnia inguinal direta (JANSEN et al, 2006; BELLON et al, 2001).

O estudo de Kajaer (2004) também relaciona a atividade das MMPs na
regulacdo da MEC e com a degradacdo do colageno pela MMP-2, pois nos
individuos com miopatias inflamatorias foi constatado a superexpressao de MMP-2
e MMP-9, aumentando a degradacdo da MEC e na cultura de fibroblastos a
atividade das MMP-2 e MMP-9 sobre o colagéno tipo | foi bloqueado pela

dexametasona (figura 3).
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Figura 3: Colageno tipo | sintese e degradacdo. Representagdo esquematica das vias envolvidas
na sintese do colageno. Fatores de crescimento funcionam potencialmente como reguladores
importantes na ativagdo do gene estédo indicados. TGF-f3 (Fator de Crescimento Transformador-p);
IGF / IGF-BP (Fator de Crescimento tipo Insulina e as suas Proteinas de Ligacao); IL (Interleucina);
FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos); PG (Prostaglandina); VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular). Ativada por MAPK (Mitégeno Proteina Quinase) desempenha um papel
regulador importante para a iniciagdo da sinalizagdo do gene, e as Metaloproteinases de Matriz
(MMPs) sao importantes reguladores da degradacdo do coldgeno em relacdo & carga mecénica.
Adaptado de Kajaer, 2004.

Os estudos ja comprovaram que o colageno é a principal substancia da
matriz extracelular e seu papel principal é contribuir para a resisténcia a tracdo no

processo de remodelamento dos tecidos. O colageno tipo | € representado por
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fiboras maduras e mais estaveis, sendo o colageno tipo Ill uma isoforma imatura,
presente em maior concentracdo na matriz extracelular de pacientes com hérnias
incisional e inguinal (ANTONIOU et al, 2009).

Como citado anteriormente, alteracdes na propor¢cdo de colageno tipo I/tipo
[l nos pacientes com hérnias, podem ser atribuidas a um defeito primério na
sintese desta proteina ou de uma expressao alterada ocasionada por degradacao
excessiva da matriz extracelular. As metaloproteinases de matriz (MMPs) sao as
enzimas mais importantes envolvidas na degradacdo da matriz extracelular
(ANTONIOU et al, 2009).

Estas enzimas constituem uma familia de metaloproteinases dependentes
de zinco e calcio para realizarem suas funcdes, tendo atuacdo extracelular,
atividade de endopeptidase e inUmeros efeitos bioldgicos funcionais, tais como a
regulacdo do crescimento celular, apoptose, efeitos na angiogénese, entre outros.
Sua origem esta nas células inflamatorias e mesenquimais, tais como neutrdfilos,
macréfagos, fibroblastos e sua expressdao modulada por fatores de crescimento,
entre eles as citocinas e hormonios, tais como o fator de crescimento de
transformacdo (TGF-B1), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
interleucinas, norepinefrina e estrogénio (ANTONIOU et al, 2009).

Devido a esta atividade colagenolitica (tabela 1) de algumas MMPs, atuando
na degradacdo do colageno da matriz extracelular, a associacado destas enzimas
com a fisiopatologia da hérnia incisional ou da parede abdominal tem sido
observada (ANTONIOU et al, 2009)

Bellon e Duran, 2008 ratificam a atividade das MMPs na regulacdo da MEC,

onde estas enzimas tem participacdo importante no processo cicatricial, pois
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quando a expressdao das MMPs esta elevada ocorre dificuldade de cicatrizagao,

como observado em pacientes portadores de Diabetes Mellitus onde foi constatado

aumento da expressao de MMP-2 nos fibroblastos da pele destes individuos.

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

atuacgao:

Matrix metalloproteinase Genetic location

MMP-2

MMP-1

MMP-13

MMP-9

16913

11922-923

11922.3

20911.2-913.1

Fonte: Antoniou et al., 2009.

Classification

Gelatinase

Collagenase

Collagenase

Gelatinase

Substrates

Collagen type |
Collagen type Il
Collagen type lll
Collagen type IV
Collagen type V
Collagen type IX
Fibronectin
Elastin

Laminin
Aggrecan

Collagen type |
Collagen type Il
Collagen type llI
Fibronectin

Collagen type |
Collagen type Il
Collagen type lll

Collagen type IV
Elastin
Plasminogen
Laminin
Aggrecan

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

dos colagenos tipos I, Ill, IV, V entre outros, presentes na matriz extracelular e por

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

hérnia inguinal direta, uma vez que seus niveis estdo aumentados na fascia
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transversal de pacientes com hérnia inguinal direta, quando comparados com 0s

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

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

hérnia.

Matriz Inguinal Inguinal inguinal incisional
metaloproteinase direta indireta recorrente

MMP-2 +++ + * +
MMP-1 — — T T
MMP-13 * * + *

* Dados insuficientes

+ Dados controversos

Fonte: Antoniou et al., 2009.

A regulagéo da atividade das MMP é controlada em varios niveis, tais como
a regulacdo da transcricdo, traducdo, ativacdo de zimogénios e inibicdo das
enzimas ativas por inibidores especificos, principalmente inibidores teciduais das

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

Além disso, a redugdo simultdnea de TIMP-2 na fascia 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 €
reforcada por outro estudo onde se verificou também o aumento significativo dos
niveis sanguineos da MMP-2 nos pacientes com hérnia inguinal direta ou inguinal

recorrente em comparacao com portadores de hérnia inguinal indireta primaria. O
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mecanismo de acdo da MMP-2 na formacdo da hérnia inguinal ndo esta muito
claro, podendo ocorrer duas situagdes: o desenvolvimento da hérnia estimularia a
producdo de MMP-2 ou o0 aumento da expressdo de MMP-2 predispde a formacéo

da hérnia (ANTONIOU et al, 2009).
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de fibmblastos, MMP-TM = MMP tipo
membrana

celulas perivasculares,
queratinodins basais TIMP = tedda inibidor da
metaloprotainase

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

No estudo de Purslow et al, (2011), também relaciona a homeostase da
MEC pela MMPs, pelo sua importante funcdo na degradacdo e remodelacdo da
matriz extracelular, sendo sua atividade enzimética extracelular modulada por
Inibidores de Tecidos das Metaloproteinases (TIMPs). A Figura 5 resume o0s

possiveis papéis da MMP, TIMPs e expressdo de colageno por células de musculo
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esquelético e as suas modificagbes extracelulares no ciclo de renovacao do Tecido

conjuntivo Intra Muscular (figura 5).

\ Pro-Colageno

Ativagdo da . Coldgeno
Pré-MMP por | Inibicdo
protedlise / AN S

\ N

Renovacgdo do TCIM

Nova

Degradacdo Sintese

Figura 5: Resumo das principais vias pelas quais ocorrem as respostas celulares do tecido
muscular in vivo no tecido conjuntivo intramuscular (MICT). Vias de sinalizacdo celular reagem com
uma grande variedade de estimulos para aumentar a expressao das metaloproteinases (MMPS), os
inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMP) e a sintese dos componentes da matriz, tais
como o colageno da proteina fiborosa. O MMP sdo expressas intracelularmente como enzimas
latentes (pro-) e ativadas extracelularmente. O colageno é expresso intracelularmente como proé-
coldgeno e modificado extracelularmente para permitir a agregacdo de moléculas em colageno
fibroso (fibrilogénese). Atividade de MMP na matriz extracelular é resultado do equilibrio entre a
quantidade de MMP ativada e o nivel de inibicdo de TIMPs. Atividade das MMPs e a sintese de
novos componentes da matriz determinam o remodelamento do MICT.( Purslow et al, 2011)

Salameh et al, em 2007, encontraram em amostras de fascia de portadores
de hérnia incisional, aumento da expressdo de MMP-2, enquanto a de MMP-1 foi

semelhante ao grupo controle, sugerindo uma provavel relacdo entre MMP-2 e a
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ocorréncia de hérnia incisional. Também foi verificado o papel da MMP-9 na
cicatrizacdo de feridas e na angiogénese, como ja citado anteriormente sobre a
participagdo das MMPs na patogénese do aneurisma da aorta abdominal e da
correlacdo confirmada desta patologia com hérnia inguinal priméria; porém a
associacdo da MMP-9 e hérnia abdominal ainda ndo foi adequadamente
esclarecida.

Béllon e col. (2001) realizaram um estudo sobre a atuacdo da MMP-9 na
fisiopatologia da hérnia, uma vez que esta e outras enzimas sdo secretadas
principalmente pelos neutréfilos, macrofagos e outras células presentes na
resposta inflamatoria, no entanto a MMP-9 néo foi detectada no meio de cultura de
fibroblastos retirados da aponeurose destes individuos.

Antoniou e col. (2009) descrevem uma possivel relacdo da MMP-9 no
desenvolvimento da hérnia inguinal uma vez que se observou uma superexpressao
de MMP-9 na fascia transversal dos pacientes portadores de hérnia inguinal em
relacdo ao controle, corroborando para a participagdio da MMP-9 no
desenvolvimento desta patologia.

Como descrito anteriormente, os estudos relacionam o desenvolvimento da
hérnia incisional com vérios fatores tais como: a falha mecénica, como citamos a
mecanotransducédo, fatores biolégicos como a relacdo do colageno tipo | /lll e a
expressdo das MMPs, sendo que este ultimo tem o seu equilibrio influenciado
pelos inibidores de tecido da MMPs, ou seja, os TIMPs que participam ativamente
da funcdo e manutencao da matriz extracelular.

Com a realizacdo da laparotomia, fatores séao liberados no sitio cirargico,

como as citocinas, que atuam regulando as MMPs/TIMPs, importantes para a
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recuperacao e cicatrizacdo da ferida operatdria uma vez que atuam diretamente na
matriz extracelular. Porém se a resposta (sinalizacao) inflamatéria for prolongada,
isto podera acarretar o comprometimento da cicatrizacdo da ferida operatoéria
predispondo a formacé&o da hérnia incisional (GUILLEN-MARTI et al, 2009).

Independentemente das causas que afetam a capacidade de cicatrizagao da
ferida operatoria, estas geralmente compartiiham muitas caracteristicas
bioquimicas, tais como: marcadores inflamatorios elevados; elevados niveis de
proteases incluindo MMPs; atividade diminuida dos fatores de crescimento e
numero reduzido de células na ferida (CHEN E ROGERS, 2004).

Estas caracteristicas resultam em um ambiente desfavoravel para o
processo de cicatrizacao da ferida onde o novo tecido e os fatores de crescimento
sédo degradados dificultando a proliferacdo e o remodelamento necessérios para a
cicatrizacdo, como se este processo estivesse “inativo” na fase inflamatoria da
cicatrizacdo, podendo permanecer meses ou até mesmo anos (FALANGA et al,
1994).

Esta situacao 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
guais aumentam a quantidade de leucdcitos para a area da ferida. Os leucdcitos 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/volumel/Edi¢cdo 1/Novembro2009).

Na hérnia incisional observamos tanto o comprometimento da aponeurose
quanto dos musculos (esquelético) abdominais, desta maneira a hipétese para tal
ocorréncia seria a presenca persistente de fatores inflamatérios atuando nestes
musculos (sensiveis a estimulos pré-inflamatérios), levando a perda de tecido
muscular, sendo este responsavel pela complacéncia da parede abdominal,
contribuindo assim para a formagéo de hérnia abdominal (Lipman et al, 2008).

Mas para que esta resposta inflamatéria ocorra nos tecidos, mais
especificamente na matriz extracelular, é necessaria a adesdo das células a
vizinhanca das matrizes extracelulares determinando o seu formato, a sua funcao
celular adequada e a integridade do tecido. Receptores de adeséo presentes na

superficie celular contribuem para o ancoramento das células, para a sinalizacdo

do trafego celular e a diferenciacéo celular.


http://www.woundsinternational.com/volume1/Edi????o%201/
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Dentre os receptores de citoadesdo que se encontram na superficie celular
existem quatro classes principais envolvidos nas interagcfes célula-célula e célula-
matriz. as caderinas, as selectinas, a superfamilia de receptores de
imunoglobulinas e as integrinas (Ruoslahti e Pierschbacher, 1987; Romanov et al,
1997), indispensaveis para a adesdo célula-célula e célula com a matriz
extracelular.

As integrinas, responsaveis pela adesao celular e também pela regulacao
da angiogénese e da homeostasia vascular, contribui para interacdo fisica com a
matriz extracelular necesséria para a adeséo, migracao e posicionamento celulares
e a inducéo de eventos sinalizadores essenciais para a sobrevivéncia, proliferacéo
e diferenciacao celular (GOULD et al, 1990).

As integrinas sado uma familia de glicoproteinas transmembrana
heterodiméricas, consistindo de duas sub-unidades a (150 a 180 KD) e B (~90 KD),
associadas nao-covalentemente. Atualmente, sdo conhecidos dezoito tipos de
subunidades a e oito tipos de subunidades 3 que, combinadas, constituem pelo
menos 24 integrinas ja descritas (Xiong et al., 2001; Tucker, 2002; Becchetti A. &
Arcangeli A.,2010), na tabela 3 estdo demonstrados alguns exemplos destas

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

H. sapiens Ligantes

Integrinas

a3B1 abp1 a7l |ILN; TSP LN; ADAMSs LN RECEPTORES
LAMININA

a6p4 LN | |

a1p1 lCO; LN |IRECEPTORES |

021 |CO; LN; MMP1 |ICOLAGENO |

a10B1 lco |FIBRILAR |

a11p1 Ico | |

a581 a8B1 avB1 [|FN; ADAMs FN; NN; TN; LAP FN; VN; LAP |[RECEPTORES
RGD

avp3 FN; VN; VWF; OP; TN; BSP; TSP; CD31,

ADAMs; MMP2

lallbB3 IFN; VN; FG; VWF; CD40L; prothrombin I |

lavB5 IVN; BSP; LAP [ |

lavB6 IFN; TN; LAP [ |

lavB8 IFN; CO; LN; LAP [ |

04p1 IFN; OP; VCAM [ |

9P 1 ITN; OP; LN; CO; VCAM; ADAMs | |

a4p7 IFN; VCAM; MadCAM INTEGRINAS |

aER7 E-cadherin LEUCOCITOS-
ESPECIFICOS

aDB2 ICAM3; VCAM [ |

aLp2 ICAM1-5 I |

aMB2 ICAM1; VCAM; FG; iC3b I |

aXB2 IFG; iC3b [ |

ADAM: proteina com dominio metaloprotease e similar a desintegrina; BSP: sialicos proteina éssea,;
CO:colageno(s); FG:fibrinogenio; FN: fibronectina; iC3b: componente complementar Inativados 3b;
ICAM: molécula de adeséo intercelular; LAP:TGFb latente associado proteina; LN:laminina(s);
MadCAM:molécula de adesédo de célula mucosa; MMP: metaloprotease de matriz; NN:nefronectina;
OP: osteopontina; TG: tiggrin; TN:tenascin; TSP: trombospondina; VCAM:molécula de adeséo de
células vascular; VN: vitronectina; VWF: Fator de von Willebrand. Interacdes envolvendo adesdes
intercelulares estdo indicadas em italico (Fonte: Madame Curie Bioscience Database, 2009).

Estas glicoproteinas possuem um sitio de reconhecimento comum
denominado motivo RGD (Figura 7), que se trata de uma sequéncia tripeptidica

contendo arginina-glicina-acido aspartico.
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Figura 7: Sequencia tripeptidica RGD.

Foram descrito resultados contrastantes sobre a atuacao da integrina a,f3
no processo de reparo tecidual, uma vez que a expressdo desta integrina estaria
aumentada em células relacionadas com o0s processos de reparo tais como
plaguetas, macréfagos, células endoteliais ativadas e fibroblastos. Observou-se
também que os inibidores da integrina a,83 diminuiam o tecido de granulacdo e a
angiogénese, sugerindo que esta seria importante para o reparo tecidual (Reynolds
et al., 2005).

Atualmente sdo conhecidas moléculas de baixa massa molecular, contendo
motivo RGD, rico em cisteina isolados de veneno de viboras, que sdo potentes
inibidores de integrinas, por apresentarem alta afinidade de ligacdo com estas
moléculas. Analogamente aos anticorpos monoclonais, estes peptidos ricos em
cisteina sdo o0s inibidores mais potentes de integrina conhecidos e foram

denominados de Desintegrinas (Figura 8) (Gould et al, 1990).



23

DisBa-01

Positive
Cluster Negative Positive
Cluster Cluster

Negative
Arg Cluster

Figura 8: a)Trimestatin: primeira estrutura cristalina de uma desintegrina; Fuijii et al, 2003. b) ligacéo
DisBa-01 e a,f3, ¢) modelo molecular tridimensional interface da DisBa-01 com a3, Ramos et al,
2008.

O trimestatin a primeira estrutura cristalina de uma desintegrina relatada,
encontrado no veneno de serpente, possui em numero de voltas e lacadas
formando um nucleo rigido estabilizado por seis ligacdes dissulfureto. A disposicdo
da sequéncia 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 a,f3 sugere que a Arg se liga ao dominio de hélice, e a Asp ao
dominio pA, indicando que a regido do terminal C seria outro local potencial de
ligacdo com os receptores de integrina, proporcionando compreensao 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 producdo de uma desintegrina RGD
recombinante, a DisBa-01 (Genbank n. AY259516) da vibora brasileira Bothrops
alternatus (Ramos et al, 2008). A DisBa-01 € uma proteina de 78 residuos com um
motivo adesivo RGD. A proteina recombinante € produzida em fusdo com um
peptideo contendo 6 residuos de His e tem um peso molecular de 11.637 Da
deduzido por espectrometria de massa.

A DisBa-01 (uma fusdo recombinante His-tag RGD), inibiu tanto a
angiogénese como a metastase de pulmdo de melanoma B16F10 em
camundongos nude, apresenta alta afinidade com a8z e apPBs, inibindo a
agregacdo plaquetéaria induzida por ADP, trombina e fibrinogénio in vitro, inibe
também o tempo de oclusdo trombdética e de sangramento in vivo (Ramos et al.,
2008; Kauskot et al, 2008).

Recentemente, foi demonstrado que DisBa-01 inibe a migracdo de células
tumorais in vitro, diminui a expressao de VEGF e dos seus receptores nas células
endoteliais, mas ndo 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 blogueador de integrina, evidenciando novas perspectivas
para conhecer o papel da integrina a,83 no microambiente tumoral (Ramos et al.,
2008).

Os resultados observados no estudo de Ramos et al, (2008), sugerem uma
relacdo desta desintegrina (DisBa-01) com integrinas como a aqpBs e ovPs,
motivando o prosseguimento de estudos, visando a aplicacdo terapéutica e/ou

laboratorial da  DisBa-01 em outras desordens relacionadas ao colageno,
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proliferagcdo celular e no processo de angiogénese em diferentes condi¢cdes
clinicas.

Na dissertacdo de Mestrado, nosso estudo evidenciou que a DisBa-01, inibiu
o desenvolvimento da HI no modelo experimental em ratos através da formacao de
uma pelicula e a analise desta apresentava coldgeno na sua composi¢ao, o que foi
confirmado por sequenciamento de uma das bandas majoritarias, sendo a
sequéncia GEQGPAGS comparada com o banco de dados, resultando que a
estrutura era de colageno tipo I. Outro dado observado na Dissertacao de Mestrado
foi o resultado do bloqueio da integrina ayBs, por anti-corpos anti-ayBs3, nha
cicatrizacdo nos animais estudos.

Considerando que a hérnia incisional esta intimamente relacionada a tais
mecanismos, justifica-se a elaboracédo deste estudo, objetivando avaliar os efeitos
da DisBa-01 sobre as alteracdes provocadas pela inducdo de hérnia incisional em

ratos.
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2) OBJETIVOS

Geral:

Avaliar o bloqueio da integrina o,f3 pela DisBa-01 na melhora da

cicatrizacdo de hérnia incisional.

Especificos:

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 expressao génica

de MMP-2, no colageno tipo | e lll, no VEGF.

3) Avaliar as alterac@es histolégicas nos tecidos pelo uso da DisBa-01.
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3) MATERIAL E METODOS

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 Sao Carlos (UFSCar). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica na experimentacdo animal da UFSCar, parecer n°
001/2008, protocolo n° 001/2008.

Os animais foram alojados no Laboratério de Neuroendocrinologia no
Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da UFSCar e acondicionados em gaiolas de
polipropileno. Foram alimentados com racao peletizada da marca pré-biotério para
roedores e agua ad libitum, e submetidos a ciclo fotoperiédico claro/escuro de 12hs
cada, e sob temperatura controlada entre 22° e 24°C. Inicialmente foram pareados
por peso, e randomicamente distribuidos 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 fracdo do mRNA
purificada da glandula de Bothrops alternatus, (Ramos et al, 2008). A regido
codificada corresponde a uma desintegrina média (78 residuos de aminoacidos),
com um motivo adesivo RGD (Genbank n. AY259516). A proteina de fusdo His-Tag
produzida em E. coli € uma proteina 12 kDa, como estimado por espectrometria de

massa e SDS-PAGE.
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3.2) Procedimentos Experimentais

3.2.1) Inducao da Hérnia Incisional

Todos os animais, exceto o Grupo Controle, foram sedados com éter etilico
colocados em decubito dorsal, e imobilizados sobre suporte para cirurgia
experimental. No abdome foram realizadas a tricotomia manual e descontaminagéo

com alcool a 70%.

Para induzir a HI mediana, todos os animais, exceto o Grupo Controle, foram
submetidos a uma incisédo transversa no abdome, suprapubica, com cabo de bisturi
n° 3 e lamina n° 15, de aproximadamente 15 mm de comprimento, interessando a
pele e a tela subcutanea, (Figura 9) através da quais estas foram separadas do
plano muscular por dissec¢do romba, com tesoura, em diregdo cranial e a cada
lado da linha mediana. A seguir, a linha alba e o peritdnio parietal foram

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

O Grupo Sham recebeu 1 ml PBS por aplicacao tépica por pipeta automatica
nas bordas da musculatura da parede abdominal, o Grupo DisBa-01 recebeu
aplicacédo topica por pipeta automatica de 1ml de solu¢do 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 solu¢cdes permaneceram previamente por 30 minutos sob ultravioleta
(UV). A incisdo cutanea foi suturada com pontos separados de categute 3.0
simples (Paulo et al, 1997) e higienizada com agua oxigenada e alcool a 70%. Os
animais foram devolvidos para as gaiolas e observados até recuperacdo dos

movimentos normais.
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3.2.2) Controle p6s-operatorio

No pos-operatério, os animais de cada grupo foram examinados,
diariamente, exceto o Grupo Controle, para inspecdo da ferida cirdrgica e
constatacdo da HI, colocando-se o animal na posicdo vertical e verificando o
abaulamento caracteristico na regido abdominal, até o final do periodo de
observacdo que foi de 14 dias, conforme ilustrado na figura 10, sendo que um

animal do Grupo DisBa-01(1,0mg/kg) foi a 6bito, ficando este grupo com 4 animais.

Figura 10: A: Hérnia incisional presente em todos os animais dos grupos G2 e G3, ap6s inducéo
cirdrgica; B: para inspecao da ferida cirdrgica.

3.2.3) Sacrificio dos animais e obtencdo dos extratos de tecidos

Apbs 14 dias da inducdo da HI, todos os animais foram submetidos a

eutanasia por decapitacdo utilizando-se uma guilhotina. Apos disseccao da pele, foi
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seccionado um fragmento da parede abdominal, incluindo o peritbnio, englobando

toda a area do anel herniario. Nesse bloco, encontrava-se o tecido cicatricial.

Foram seccionados fragmentos (figura 11) englobando o anel herniario dos
Grupos Sham, DisBa-01 - 0,25mg/Kg / 0,5mg/Kg / 1,0mg/Kg, respectivamente, que
foram utilizados para a determinacéo da atividade de MMPs por zimografia. Esses
fragmentos foram, entdo, imediatamente congelados por meio de imersdo em
nitrogénio liquido, armazenados em tubos de criogenia e posteriormente guardados

em freezer a uma temperatura aproximada de — 80°C até a sua analise.

Apés, o restante dos fragmentos obtidos da parede abdominal foram fixados
em Formol tamponado a 10% (agua destilada 900 ml, Formol 100 ml, monobésico
sédio fosfato 4,09, dibasico sdédio fosfato 6,5). A fixacdo paralisa o metabolismo
celular e preserva as estruturas do tecido para os tratamentos posteriores. Além
disso, evita a autdlise celular, impede a proliferacdo de microrganismos, leva ao
endurecimento do tecido para que resista aos tratamentos posteriores. Este fixador

ocasionou o minimo de dano ao tecido e de artefatos.

3.2.3.1 Preparacao das amostras de Proteinas e Western Blotting

Amostras de tecido coletadas dos animais (Figura 11) foram imediatamente
depositadas em nitrogénio liquido e em seguida congeladas a -80°C. No dia do
experimento, para cada mg de tecido foram adicionados 25uL de tampao de
extracao (cloreto de guanidina 4M, acetato de Sédio 50 mM, EDTA 50 mM, pH 5,8

e 1mM PMSF). As amostras foram mantidas por 24h neste tampdo. Apés este
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tempo, as amostras foram precipitadas com tampao acetato-etanol da seguinte
forma: para 50uL de extrato foi adicionado 100pL de tampé&o acetato 1M, pH 7,4
contendo 1.350puL de etanol absoluto (volume final = 1,5mL).

Em seguida as solucdes 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 tampao 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 condi¢cbes desnaturantes (SDS-PAGE, Laemmli, 1970). As
amostras foram aplicadas em um gel de empilhamento de 5% de poliacrilamida e

gel de resolucédo de 10% e submetidas a eletroforese com corrente elétrica de 15



33

mA e voltagem até 125V, durante aproximadamente uma hora e meia. As bandas
protéicas foram reveladas incubando-se os géis em solugdo corante contendo
0,25% de Comassie Brilliant Blue R-250 (BioRad) dissolvidos em 50% isopropanol
e 10% &cido acético, e solucdo descorante de 10% acido acético e 10% de
metanol.

O tampé&o de amostra consistiu de Tris-HCI (0,125 M pH6,8), dodecil sulfato
de sddio (SDS — 4%), azul de bromofenol (0,025%), glicerol (20%) e o agente
redutor B-mercaptoetanol (concentracdo final 0,1M). A massa molecular aparente
da proteina de interesse foi estimada utilizando-se padrdes de massa molecular

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

3.3) Extracdo de RNA e PCR quantitativo

Aproximadamente 100 mg de amostras de tecidos congelados foram
homogeneizados em reagente de Trizol ( Invitrogen Corporation , Califérnia , EUA )
de acordo com as instru¢cdes do fabricante . A pureza e o rendimento de RNA total
foram determinados medindo-se a absorbancia de aliquotas 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 pg do RNA total de cada amostra foi tratado com
ADNase | (Invitrogen Corporation Califérnia, EUA) para remover a contaminagao de
DNA gendmico e a transcrigdo 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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®

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

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

Todas as reacgOes 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 expresséo de todos os genes foi normalizada

para PO proteina ribossomal grande (RPLPO) expresséao.

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

Sense primer

Antisense primer

RNAmM ndmero de
acesso
COL I AL NM_053304.1
COL Il A1 NM_032085.1
MMP-2 NM_031054.2
VEGF-A NM_001110334.1
RPLPO NM_022402.2

ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA

TGATGGGATCCAATGAGGGAGA

CTGGGTTTACCCCCTGATGTCC

CCACGACAGAAGGGGAGCAGAA

AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG

CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG

GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT

AACCGGGGTCCATTTTCTTCTTT

GGAAGATGTCCACCAGGGTCTCAA

AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG

COL | e COL Il (colageno | e colageno lll, respectivamente); MMP-2 (matriz metallopeptidase 2);
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e RPLPO (proteina ribosomal grande PO).
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3.4) Anélise Histoldgica

Apés a devida fixacdo 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 histolégicos.

O material foi processado rotineiramente para exame histolégico em
processador automatico de tecidos Lupe® modelo PTO03 (histotécnico),
obedecendo aos tempos determinados automaticamente pelo equipamento. As
laminas foram montadas utilizando-se verniz vitral e posteriormente avaliadas em
microscopico éptico Nikon Eclipse. Dos dois cortes de cada amostra foi entéo eleito

um corte, no qual foram realizadas as coloracdes pelo Tricrémio de Masson (TM)

através da utilizacdo do Histokit Erviegas®, para colageno e musculo, sendo

coldgeno corado em azul e musculo corado em vermelho.

3.5) Andlise Quantitativa do Colageno

A quantificacdo do colageno foi determinada utilizando-se o sistema de

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

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

O extrato tecidual foi testado para verificar a presenca de atividade de
proteases através da técnica de zimografia, conforme descrito por CLEUTJENS
(1995). As amostras de fragmento da parede abdominal e anel herniario foram
incubadas com 2ml tampéao de extracdo [10 mM de acido cacodilico (pH 5,0), 0,15
M NaNO3 e 0,01% de Triton X-100] a 4 °C, em agitacdo continua, por um periodo
de 24 horas. Apos este tempo o tampao de extracéo foi coletado por centrifugacéo
(10 minutos, 4°C em 13000 rpm). As amostras dos grupos controle, Sham e DisBa-
01 foram concentradas de maneira que cada poco do gel de zimografia continha 10
ug de proteina. Foi adicionado em todas as amostras 10 pl de tampé&o de amostra
sem [B-mercaptoetanol (agente redutor). As amostras foram resolvidas por
eletroforese em gel de policriamida contendo SDS 10% e gelatina ha concentracéo
final de Img/ml. Apds a corrida, o gel foi lavado uma 2 vezes durante 20 minutos
em solucdo 2,5% de Triton X-100 para remocao do SDS. O gel foi incubado no
tampéo de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl, mM e NaN3 0,02%), a 37 °C,
durante 20 horas. Apds este tempo, foi corado com Coomassie Blue Brilliant R-250
(Bio-Rad) por 30 minutos, descorado com acido acético: metanol: agua (1:4:5) para
visualizacdo das areas de atividade. Os géis foram fotografados por uma camera
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 condigdes.
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3.7) Anélises de Western Blotting

A quantidade de 200 mg de musculo da parede abdominal, incluindo o
anel herniario onde encontrava-se o tecido cicatricial, foi homogeneizada em 3
ciclos de 20 segundos no homogeinizador de tecidos FastPrep®24 (MP
Biomedicals) em tampé&o fosfato de lise contendo Tris 10mM, pH 7,5, NaCl10mM,
EDTAO,1mM, Triton X-100 0,5%, NaN3 0,02% e PMSF 0,2mM dissolvido em
DMSO.

A concentracao proteica foi determinada pelo método do &cido bicinconinico
(BCA) utilizando a albumina de soro bovino como padrdo. As amostras foram
diluidas em solugéo redutora contendo Tris-HCI 0,0625 mM pH 6,8, 20% glicerol,
azul de bromofenol 0,02% e 2% B-Mercaptoetanol. A separacdo das amostras foi
realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE em tampao de
corrida contendo Tris-HCI 25mM pH 8,3, SDS 0,1% e glicina 192mM a 100V
durante 90 minutos. As proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) em solugdo tampédo contendo Tris-HCI 25mM, glicina
192mM, metanol 20% e SDS 0,025% a 350mM durante 90 minutos. O blogueio dos
antigenos inespecificos foi realizado em solucdo tampdo TBS-T com leite
desnatado 5% durante 60 minutos. As membranas foram incubada com os
anticorpos primarios de cabra anti-COL | (A1) diluicdo 1:1.000, overnight & 4°C,
lavadas por solugéo tampéao TBS-T por 3 vezes durante 5 minutos sob agitagéo e
posteriormente incubadas com o anticorpo secundario (Anticorpo de cabra e de
coelho anti-lgG de rato) diluicdo 1:5.000, por 120 minutos. Apés incubacdo, a

membrana foi lavada por solugdo tampdo TBS-T por mais 3 vezes e a
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imunodetecgdo realizada por quimioluminescéncia 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) Anédlise Estatistica dos Dados

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (DP). Apés o
teste de normalidade de Komogorov-Smirnov, utilizaram-se os testes t ndo pareado
(intergrupos) para os testes qualitativos. A média e o erro padréo foram calculados
para os dados quantitativos. A significancia para trés ou mais variaveis foi
determinada por analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacao multipla de
Tukey-Kramer. Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% (p < 0,05) e
os softwares utilizados foram o Instat Graphpade e o programa Statistical Package

for the Social Sciences™ (SPSS — IBM, version 10.0.1, 1999).
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Apos a inducéo cirargica todos os animais, Grupo Sham e DisBa-01, exceto

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

Tabela 5: Resultado do pds operatorio e presenca do anel herniario e formagéo da
membrana, apos 14 dias do experimento de todos 0s grupos.

Grupo Hérnia Anel Herniario |Presenca de membrana
Dial Dia 14 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

A progressdo da HI foi acompanhada de avaliacdo periddica do animal,

traduzida pelo abaulamento caracteristico do abdome conforme mostrado na Figura

12. No 14° dia, ap6s o sacrificio dos mesmos para a retirada de fragmento do

musculo da parede abdominal, foi possivel observar a parede integra em todos o0s

animais do grupo controle.



Figura 12: A: presenga de hérnia incisional em todos os animais do grupo Sham e DisBa-01 apds a
inducdo cirdrgica todas as caracteristicas da hérnia incisional; B: parede integra no grupo controle, C:
anel herniario aberto grupo DisBa-01 — 0,5 mg.

No grupo Sham, ap0s o sacrificio dos animais no 14°dia, para a retirada de
fragmento do musculo da parede abdominal, foi observada em todos os animais a
presenca de uma membrana ténue que ocluia todo o anel herniario, transparente e

fragil conforme ilustrado na figura 13.

Figura 13: Sham: A: Membrana(M) ténue e fragil presente em todos os animais do grupo Sham
ocluindo o anel herniario; B: limites do anel herniario (AH) ocluido pela membrana (M).

No grupo DisBa-01 — 1mg/kg, apos o sacrificio dos animais no 14°dia, foi
observada a presenca de membrana branco nacarada, espessa e resistente a

manipulagéo, aspecto fibrotico, ocluindo todo o anel herniario e também a presenca
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de retracao cicatricial, a qual ndo foi observada nos grupos DisBa-01- 0,25 e 0.50

mg/kg. (figura 14).

Figura 14: animais tratados com DisBa-01 A: presenca de retracao cicatricial ferida operatéria (RC)
e oclusdo do anel herniario por membrana aspecto fibrético; B: fechamento do anel herniério por
membrana resistente (M) de aspecto fibrético (branco nacarado) resistente e limites do anel
herniario (AH); C: Disseccao da parede abdominal evidenciando a presenca da membrana aspecto
fibrético e limites do anel herniario.

A sequir, na figura 15, estdo apresentados os resultados da analise da
expressao génica do colageno I, colageno lll, VEGF e MMP-2 entre 0s grupos

estudados.
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Figura 15: Expressao génica de Colageno | (A), MMP-2 (B), colageno lll (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 sdo expressos em unidades arbitrarias. (ANOVA e teste
de Tukey, P <0,05). Em a = diferenga com grupo controle; b = diferenca com grupo Sham; ¢ =
diferenca com DisBa-01(0,25) e d = diferenca com DisBa (0,50).

Como pode ser observado na figura 15, o grupo Sham aumentou
significativamente o colageno | e Ill quando comparado com o grupo controle
(Figura 15A e 15C, respectivamente, P <0,05). No entanto, o grupo DisBa-01 nao
afetou a expressao de colageno lIll, uma vez que em todos 0s grupos, os valores
nao foram significativamente diferentes dos animais do grupo Sham (Figura 15C).
Porém observamos que, em relacdo ao colageno I, o grupo Sham teve aumento
em relacdo ao grupo controle; o grupo DisBa-01 (0,5 e 1,0 mg/kg) também

apresentou aumento em relacdo ao controle e foi menor em relagéo ao Sham.
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A inducédo de IH fortemente ativou a expressdo 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 niveis de MMP-2 abaixo

do grupo controle (P <0,05).

Além disso, a expressao de VEGF foi severamente diminuida pela cirurgia
apos 14 dias. (Figura 15D). A DisBa-01 na dose de 1,0 mg/kg intensificou o efeito
negativo em relacéo ao grupo Sham na expressao do gene de VEGF, enquanto as

doses mais baixas ndo causaram efeito semelhante.

A figura 16 mostra a relacdo da expressao de colageno | com colageno Il

(Col I / Col Ill).

1,5 -

Col I / Col III
e L
~J O
—

-0,1 ©  Controle Sham Dose 0,25 Dose 0,5 Dose 1,0

Figura 16: Relacdo da expressédo génica do Colageno | / Colageno Ill 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 sdo expressos em unidades arbitrarias. (ANOVA e teste de Tukey, P <0,05).
Em a = diferen¢a com grupo controle; b = diferenca com grupo Sham.
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Na figura 16, observamos que a relacdo do Colageno | / Colageno Il no
grupo controle foi proxima a 1.0 onde, na figura 15, tanto Col | como Col Il eram
pouCcoO expressos para este mesmo grupo. Entretanto, o grupo Sham apresentou
maior relagdo da expressdo destas proteinas em comparag¢do ao grupo controle e

grupo DisBa-01, sem diferencas entre as doses.

O processo de cirurgia ativou fortemente as trés formas (pro, intermediaria e
ativa) de MMP-2 demonstradas por zimografia em geéis de gelatina (Figura 17A e
B). A atividade das bandas correspondentes a enzima pré (72 kDa), a enzima ativa
e intermediaria (64kDa) foram identificadas pela sua massa molecular em SDS-
PAGE e quantificadas por densitometria (Figura 17B-C). Em contraste, apenas
vestigios de atividade correspondente a banda intermédia foi encontrado nos
controles nao operados (Figura 17 A e C). Curiosamente, a DisBa-01 ndo afetou a
atividade da enzima pro, ou a forma intermediaria, com a Unica excecao de que a
dosagem de 0,25 mg/kg, diminuiu a MMP-2 na forma intermédia. No entanto, a
DisBa-01 inibiu a ativagdo de MMP-2 de uma maneira inversa dependente da dose,

em que a dose mais baixa produziu a maior inibicédo (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
arbitrarias para as trés formas de MMP-2 (pro-MMP-2 (72 kDa), e intermediarios de forma ativa
(64kDa). Os valores sédo apresentados como a média + 1DP (ANOVA e teste de Tukey, P <0,05).
Em a = diferenga com grupo controle; b = diferenga com grupo Sham; ¢ = diferenca com DisBa-
01(0,25).

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

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

Como pode ser observado na figura 18, no grupo controle apresentou uma
camada de menor espessura de colageno em relacdo aos grupos Sham e DisBa-
01, porém a disposi¢ao do colageno do grupo Sham tem aspecto desorganizado e
aparentemente em maior quantidade, enquanto no grupo DisBa-01 o colageno
apresenta-se de forma organizada porem com aspecto de fibras menos espessas
do que o grupo Sham, sendo que para melhor visualizacdo destes resultados,

demonstramos abaixo na figura 19 com aumento de 10x.
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Figura 19: Andlise histolégica da camada de coldgeno nos grupos controle, Sham e DisBa-01, onde
podem ser observadas as diferengas na espessura desta camada de colageno com zoom.
(Aumento de 10x).

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

distribuicdo e organizacdo das fibras de coldgeno nos grupos, onde no grupo
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DisBa-01 a disposicdo das fibras esta mais organizada e compactas em

comparacao ao grupo Sham.

Camada de Colageno

~ Controle SHAM  DisBa-01

Animais (n)

Expessura {mm)

Figura 20: Quantificacdo da camada de colageno 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, versédo 1,47; USA).

Quando visualizamos a espessura em mm da camada de colageno em cada
um dos animais (figura 20) foi possivel 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, estdo apresentados os resultados estatisticos da espessura (mm) do

colageno entre 0s grupos.
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Figura 21: Quantificacdo da camada de colageno em mm, entre 0s grupos controle, Sham e DisBa-
01. a = diferenc¢as entre o grupo Sham e Controle.

Na figura 21, observamos que o0 grupo Sham apresentou maior espessura

da camada de colageno, em comparacdo ao grupo controle.

Na figura 22, estdo apresentados os resultados das analises de Western
Blotting para determinacdo de Colageno tipo | (Al), nos grupos: Controle, Sham

(PBS) e DisBa-01 (1mg/kg).
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Figura 22: Andlises de Western Blotting para determinagdo de Colageno tipo | (Al) a partir do
extrato proteico musculo da parede abdominal, incluindo o anel herniario. Foram adicionados 30ug
de amostra em cada poc¢o para os animais controle (po¢o 1), Sham (poco 2) e tratados com DisBa-
01 (poco 3). Actina foi utilizada como controle do carregamento. a = diferengas entre grupo DisBa-
01 e Controle.

As analises de Western Blotting, evidenciaram a presenca de colageno tipo |
(Al), nos 3 grupos, porém somente o grupo DisBa-01 diferiu estatisticamente do

Controle (P<0.05).
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5) DISCUSSAO

O modelo experimental de HI usado aqui foi considerado 100 % eficiente,
uma vez todos os animais operados desenvolveram hérnia ap6s o periodo
experimental de 14 dias. Dubay et al (2004) relataram uma incidéncia de 80 % de
HI em um modelo muito semelhante, mas a observacéo foi efetuada no 28° dia, o

gue poderia explicar a diferenca entre os resultados.

Em relacdo a analise macroscoépica, no presente estudo foi evidente e
formacdo de uma membrana que ocluia o anel herniario 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, apods 14 dias da cirurgia. Em nosso estudo prévio, com doses menores
(0,11mg/kg), observamos que os ratos também desenvolveram o mesmo anel
herniario, porém com espessura relativamente mais delgada e com menor retracédo
cicatricial (Oliveira, 2009). Neste sentido, o presente estudo foi elaborado no
sentido de verificar a presenca da mesma membrana em diferentes doses de
DisBa-01, no sentido de avaliar se 0 mesmo resultado seria reproduzido, além de

ampliar o estudo dose-resposta.

Embora seja dificil avaliar macroscopicamente os efeitos das diferentes
doses, propomos como ensaio original a avaliacdo de fatores génicos, histolégicos,
da expressdo de MMP bem como a expressdo de colageno nos tecidos, com o
objetivo de ampliar o entendimento dos mecanismos responsaveis pela formagéo

desta membrana. Considerando que o colageno se constitui em um principal
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marcador no reparo tecidual, no presente estudo, buscando explorar as analises de
expressdo dos colagenos | e Ill 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 expressao génica do colageno tipo Il
foi amplamente expressado pela cirurgia (figura 15C). Entretanto, o colageno tipo |
(Figura 15A) foi significativamente expressado no grupo Sham (cirurgia) em
comparacao ao controle. No entanto, o grupo DisBa-01 (em todas as doses)
evidenciou menor expressao em comparacao ao grupo Sham e controle. Somente
a dose 1,0 de DisBa-01 foi diferente da dose 0,5. Neste contexto, especulamos que
apos 14 dias de reparo tecidual, a expressao do colageno tipo | ja tenha ocorrido
no grupo DisBa-01, fato que foi mais marcante nas doses mais elevadas de DisBa-
01. Um provavel mecanismo que possa explicar nossos achados € que, pelo fato
da DisBa-01 bloquear a integrina a,83 que € o ligante da MMP-2 (Purslow et al,
2011), que atua na degradacédo do colageno tipo |, assim estaria contribuindo para

o bloqueio da expresséao desta protease (vias de sinalizacao celular).

7

O coldgeno é o componente principal do MEC e a principal proteina
envolvida na resisténcia a tracdo. O colageno tipo | € a forma madura e estavel,
engquanto o colageno lll é considerado uma forma imatura, sendo encontrado em
maior quantidade em pacientes com HI (OLIVEIRA, 2009). A relacao col I/col Il
geralmente é diminuida em pacientes com HI recorrente e esse efeito pode ser
atribuido a qualquer deficiéncia da sintese de coldgeno ou ativacdo anormal de
MMPs (KLINGE et al, 1999). Em humanos, um recente estudo mostrou que a

relacdo reduzida de Colageno | / Colageno IIl naqueles pacientes portadores de Hl
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recidivante (Calaluce et al, 2013). Em nosso estudo, a relacdo reduzida no grupo
DisBa-01 em contraste ao grupo Sham (figura 16) possa ser devido ao fato de que
apos 14 dias a sua maior expressao ja tenha ocorrido, entretanto, um estudo que
avalie esta relagdo em diferente tempos de cirurgia poderiam confirmar tais

achados.

Uma das observacfes mais marcantes no presente estudo foi a forte
ativacdo da MMP-2 nos animais do Sham (Figura 15), sugerindo, assim, a
degradacdo acelerada do tecido para este grupo. Quando ativadas, as MMPs
podem degradar componentes da matriz extracelular com a posterior liberacédo de
fatores de crescimento, incluindo aqueles envolvidos na angiogénese (WHITE et al,
2007). Estas enzimas podem também participar na sinalizacdo de receptores
celulares, portanto, regulam a atividade das células. A MMP -2 também podem ser
ativada por colagéno | e fibronectina. Em estudo prévio, a ativacdo da MMP-2 por
colagéno fibrilar foi reduzida em linhagem de células que superexpressaram 3 e
em células de cancer de mama humano (VAN HINSBERGH et al, 2006). Contudo,
0 mecanismo molecular desta inibicdo ndo € completamente compreendido até o

momento.

Em contraste, no presente estudo, no grupo DisBa-01, observamos que
houve reducéo significativa em comparacao ao grupo Sham, sendo que a dose 1,0
produziu menor expressao da MMP-2. Sob condig¢@es fisiolégicas normais (Purslow
et al, 2011), a homeostase da MEC é explicada pelo equilibrio da ativacéo e
inibicdo das MMPs, as quais apresentam importante funcdo na degradacdo e

remodelagcdo da matriz extracelular. A superexpressdo do grupo Sham em
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contraste com os demais grupos, pode ser explicada pela quebra da homeostase,
devido a liberacdo de citocinas que estimulam a expressdo de MMP-2 desta no
tecido estudado (Antoniou et al, 2009). Por outro lado, apesar do estimulo da
cirurgia no grupo DisBa-01, ocorreu maior inibicdo expressdo de MMP-2 na dose
1,0, que pode ser explicada pelo bloqueio da a integrina a,Bs que € o ligante desta

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

No presente estudo, apresentamos novas evidéncias para o papel da
integrina a,Bz e atividade da MMP-2. O uso de um antagonista especifico da
integrina a,B3, tal como DisBa-01 inibiu completamente a expressédo do gene de
MMP-2 e, parcialmente, diminuiu sua atividade também. Estes resultados sugerem

gue a integrina a,3 pode ser um novo alvo para o tratamento terapéutico de Hl .

Curiosamente, a expressao de VEGF foi suprimida aos 14 dias para todos
0s grupos operados. Contudo, o grupo DisBa-01 néo inibiu a expressao do VEGF
como o esperado, apenas na dose mais elevada (dose 1,0). Tais achados néo
puderam ser explicados no presente estudo, pois ndo foi possivel avaliar as
diferentes fases do processo de cicatrizacdo. Contudo, em outro estudo de nosso
grupo (Sant’Ana et al, 2008) demonstraram que a alternagina-C (ALT-C) e ALT-C
PEP, um peptideo derivado de sua sequéncia, foram capazes de induzir a
angiogénese em feridas de pele de rato. A ALT-C e ALT-C PEP induziu a formagéo
de novos vasos e modulou a expressao de fatores de crescimento, principalmente
VEGF e FGF1l. Naquele estudo, a expressdo aumentada do VEGF pbde ser
detectada até 7 dias apos a lesdo, concluindo que houve maior estimulacdo de

angiogénese em feridas neste periodo de tempo. Assim, estes resultados podem
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explicar parcialmente nossos achados, supondo que 14 dias ap6s HI e tratamento
com DisBa-01 inibiu fortemente a expressdo de VEGF em células endoteliais, mas

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

No estudo de Ramos et al, (2008), a integrina a,83 expressa nas células
endoteliais tem um importante papel na angiogénese de tumores e metastases
através de interacdes adesivas, pois em muitos modelos animais, utilizando-se
anticorpos ou peptideos RGD ocorreu o bloqueio da a,83, inibindo a formacéo de
vasos sanguineos, uma vez gue esta integrina a,f3 se relaciona com o receptor de
bFGF na migracdo endotelial e adesdo na presenca de bFGF. Neste estudo, a
DisBa-01 reduziu a angiogénese suprimindo a adesao celular mediada pela a,f33

com as proteinas da MEC, incluindo a vitronectina.

Em outro estudo, os niveis de VEGF no fluido drenado da ferida operatéria
foram maiores nos pacientes submetidos a correcéo de tela de polipropileno do que
0os encontrados em pacientes que foram submetidos a sutura convencional
(KARAYIANNAKIS et al, 2003). No entanto, os niveis de VEGF nestes dois estudos
foram analisados por meio de imunoensaio e, portanto, a disponibilidade do VEGF
poderia ser devido a ativacdo de MMPs pela cirurgia. De qualquer forma, a
presenca de outros fatores angiogénicos que o VEGF deve ser determinada para

uma melhor compreenséo da angiogénese do tecido cicatricial.

No presente estudo, por se constituir de primeira investigagcdo sobre os
efeitos da DisBa-01 no reparo cicatricial, ndo encontramos outros achados

publicados que pudessem comparar os efeitos desta desintegrina na expressao de
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MMP-02, VEGF ou outros marcadores de sinalizacdo de reparo em feridas. No
entanto, um estudo com outra desintegrina, Durigan et al, (2008) observaram que
Alternagina C (ALT-C) reduziu a expressdo de MMP-2 e a atividade gelatinolitica
em musculos lesionados, concluindo que a ALT-C ndo melhorou o processo de
regeneragcdo muscular em ratos. Este estudo (Durigan et al, 2008) mostrou que a
ALT-C mudou a homeostase das proteinas da MEC durante a fase de regeneracdo

muscular.

Portanto, os dados apresentados neste manuscrito ampliam a compreensao
atual da integrina a,f3 no reparo da ferida cirargica apos inducdo de HI. No
entanto, futuros estudos que abordam a contribuicdo da integrina a,f3 em

diferentes fases de cicatrizacdo da feridas merecem ser analisadas.

Tal fato pode ser constatado quando observamos a analise histol6gica 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 relacdo ao grupo
controle (figura 21). Entretanto, na analise estatistica, a espessura do colageno no
grupo Sham foi maior que o controle, sem diferencas entre os grupos DisBa-01 e
controle. Na analise histolégica, pode-se observar macroscopicamente que a
camada de colageno do grupo Sham apresentava as fibras de coldgeno de forma
desorganizada, formando uma camada espessa, enquanto a camada de fibras de
colageno 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 colageno | — Al foi significativamente maior no grupo DisBa-01

(figura 22). Tais achados se constituem em primeira investigacao dos efeitos da
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DisBa-01 no remodelamento tecidual apds HI. Estudos prévios de nosso grupo com
a desintegrina Alternagina C (ALT-C) demonstrou que o tratamento de animais com
lesbes de pele produziu aumento de fibroblastos, maior deposi¢cdo de coldgeno e
acelerou o processo inflamatorio. Tais achados corroboram com o presente estudo,
indicando que as desintegrinas podem ser estratégias terapéuticas promissoras na

melhora processo de cicatrizagao (Sant’/Ana et al, 2011).
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6. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo apresenta algumas limitacdes que merecem ser elecandas. O
tempo das fases de cicatricdo poderiam auxiliar a melhor interpretacdo dos
achados, considerando tempos de 3, 7, 14 e 21 dias, podendo explorar de forma
mais detalhada as analises de expressdo génica, histologia e wester blotting.
Contudo, tais design exigiriam grande quantidade de animais e recursos, além da
dificuldade de disponibilidade da DisBa-01, pois a producdo desta proteina em

nosso laboratério ainda é pequena.

Outra limitacdo 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 investigacdes podem ser confirmadas em ensaios

futuros.

Finalmente, uma limitacdo de nosso estudo foi a auséncia de provas como a
biomecanica da membrana e a realizacdo do proteoma, as quais poderiam
confirmar a caracteristicas e resisténcia. Estas analises podem ser realizadas em
ensaios futuros de nosso laboratério, auxiliando na compreenséo das propriedades

deste novo tecido e sua aplicagao terapéutica.
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7) CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a DisBa-01, uma desintegrina tipo RGD
bloqueadora da integrina a,f3, inibiu o desenvolvimento de HI em ratos apés 14

dias do processo cicatricial, através dos seguintes mecanismos:

a) formagcao de uma membrana resistente, mais evidente ectoscopicamente,
principalmente do grupo DisBa-01 / 1,0 mg, contendo camada de colageno

observada através da analise histologica, que ocluiu o anel herniario;

b) a DisBa-01 inibiu completamente a expressdo do gene de MMP-2 e,
parcialmente, diminuiu sua atividade, sobretudo na dose 1 mg, reforcando o papel

da integrina a,f3 e a atividade MMP-2 no remodelamento da MEC;

c) A DisBa-01 nédo inibiu a expressao do VEGF, como o esperado, apenas na
dose 1 mg, contrapondo resultados observados anteriormente da inibicdo da

expressdo de VEGF em células endoteliais, mas ndo em fibroblastos in vitro;

d) A DisBa-01, apos 14 dias, produziu maior organizacdo das fibras de
colageno, a qual pode ser explicada pelo aumento do colageno I-Al, por meio da

analise de Western Blotting.

A participagao da integrina a,33 € importante no reparo tecidual, uma vez que
0 bloqueio de suas atividades pela DisBa-01 melhorou o processo de cicatrizacédo

da hérnia incisional nos animais estudados.
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9. ANEXOS

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

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

g = ) PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
- Comiss&o de Etica em Experimentagio Animal
"I.}-‘m Via Washington Lufs, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110

Fax: (016) 3361.3176
CEP 13560-970 - S&o Carlos - SP - Brasil
propg@power.ufscar.br - www.propg.ufscar.br

Parecer da Comisséio de Etica em Experimentacio Animal n° 034/2008

Protocolo n° 001/2008

A Comissio de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar — na sua 23, Reunido, ocorrida
em 19/08/2008, considerando os documentos acrescentados pelos pesquisadores
deliberou: O projeto Estudos dos efeitos biologicos de uma desintegrina recombinante
do veneno de serpente Bothrops alternctus, DisBa-01. sobre a_musculatura da parede
abdominal apos inducdo de hérnia incisional em ratos, elaborado por Claudio Ricardo
de Oliveira, Heloisa Sobreiro Selistre de Aratjo, Rita de Cassia Marquetti, Carmen
Lucia Salla Pontes ¢ Sergio Dias, esti APROVADO.

Séo Carlos, 20 de agosto de 2008.

: W@bﬁm =
Prof" Dr". Regina Vincenzi Oliyeira

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentacdio Animal
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