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RESUMO 

 

A cicatrização deficiente de feridas é uma complicação importante do Diabetes 

Mellitus, contribuindo para o aparecimento de feridas crônicas de difícil 

resolução. Em indivíduos diabéticos, alterações funcionais em fibroblastos 

contribuem para a cicatrização deficiente, já que estas células proliferam, 

migram e se diferenciam em miofibroblastos para contrair a ferida. Além disso, 

os fibroblastos regulam outros tipos celulares e, na fase final da cicatrização, 

remodelam a matriz extracelular secretando metaloproteinases e diferentes 

componentes da matriz. A exposição de fibroblastos a uma concentração 

elevada de glicose, compatível com hiperglicemia, reduz a sua adesão e 

migração sobre fibronectina de forma dependente do estresse oxidativo e de 

microRNAs. Estes últimos são pequenos RNAs não codificantes capazes de 

regular a expressão gênica hibridizando-se e degradando diferentes RNAs 

mensageiros ou bloqueando a sua tradução. Este estudo teve como objetivos:1) 

avaliar os efeitos de uma elevada concentração de glicose sobre a migração de 

fibroblastos dérmicos humanos em matrizes bidimensionais (2-D) e 

tridimensionais (3-D) de colágeno tipo I; 2) avaliar os efeitos da glicose elevada 

sobre a expressão dos microRNAs da família 29 (miR-29a-3p, miR-29b-3p e 

miR-29c-3p), potenciais reguladores de diversos tipos de colágenos e da adesão 

celular, assim como as consequências funcionais dessa modulação. Para isso, 

fibroblastos HFF foram cultivados sob baixa concentração de glicose (5 mM) ou 

elevada concentração de glicose (30 mM) por 7 dias. A expressão de miR-29a, 

miR-29b e miR-29c foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Foram realizados 

ensaios de migração direcional por estímulo quimiotático em câmaras bipartite e 

de migração espontânea em matrizes 2-D e 3-D de colágeno I, utilizando um 

sistema de time-lapse. Ensaios funcionais foram realizados após 

superexpressão e supressão de miR-29c utilizando transfecção com 

oligonucleotídeos miméticos mimics-miR ou inibidores anti-miR. A expressão 

proteica de integrina β1 foi avaliada por western blotting. A concentração elevada 

de glicose reduziu a migração celular direcional estimulada por quimiotaxia. Na 

migração espontânea, em ambientes 2-D e 3-D, a velocidade e direcionalidade 

celulares não foram alteradas. A expressão de miR-29c foi aumentada em 50% 
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pela glicose, sem alterar a expressão de miR-29a e miR-29b. O miR-29c reduziu 

a migração direcional de fibroblastos em 40% na presença de estímulos 

quimiotáticos. Na migração espontânea, tanto em ambientes 2-D quanto em 3-

D, a velocidade e direcionalidade celulares foram reduzidas pelo miR-29c, 

acompanhadas de um aumento da adesão celular ao colágeno I e redução da 

expressão proteica da subunidade β1 de integrinas, alvo potencial de miR-29c. 

Concluímos que a glicose elevada aumenta a expressão de miR-29c em 

fibroblastos humanos, contribuindo para a migração deficiente, potencialmente 

por meio de seu alvo direto integrina β1. Este efeito pode contribuir para a 

cicatrização deficiente de feridas observada em pacientes diabéticos. 

Palavras-chave: Cicatrização, Diabetes Mellitus, Fibroblastos, MicroRNA, miR-

29c 
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ABSTRACT 

 

Impaired wound healing is an important complication of Diabetes Mellitus, 

contributing to the appearance of chronic wounds that are difficult to heal. In 

diabetic individuals, functional alterations in fibroblasts contribute to poor wound 

healing, as these cells proliferate, migrate and differentiate into myofibroblasts to 

contract the wound. In addition, fibroblasts regulate other cell types and, in the 

last phase of wound healing, remodel the extracellular matrix by secreting 

metalloproteinases and different matrix components. Exposure of fibroblasts to a 

high concentration of glucose, compatible with hyperglycemia, reduces their 

adhesion and migration on fibronectin in a manner dependent on oxidative stress 

and microRNAs. The latter are small non-coding RNAs capable of regulating 

gene expression by hybridizing and degrading different messenger RNAs or 

blocking their translation. This study aimed to: 1) evaluate the effects of a high 

glucose concentration on the migration of human dermal fibroblasts in two-

dimensional (2-D) and three-dimensional (3-D) matrices of type I collagen; 2) to 

evaluate the effects of high glucose on the expression of microRNA 29 isoforms 

(miR-29a-3p, miR-29b-3p and miR-29c-3p), potential regulators of different types 

of collagen and cell adhesion molecules, as well as the functional consequences 

of this modulation. HFF fibroblasts were cultured under low glucose (5 mM) or 

high glucose (30 mM) for 7 days. The expression of miR-29a, miR-29b and miR-

29c was evaluated by real-time RT-PCR. Directional migration assays stimulated 

by chemotaxis were performed in bipartite chambers and spontaneous migration 

in 2-D and 3-D collagen I matrices, using a time-lapse system. Functional assays 

were performed after overexpression and suppression of miR-29c, transfecting 

cells with miR-mimetic oligonucleotides or anti-miR inhibitors. β1 integrin protein 

expression was evaluated by western blotting. High glucose decreased 

chemotaxis-stimulated directional cell migration. In spontaneous migration, in 2-

D and 3-D environments, cellular velocity and directionality were not altered. The 

expression of miR-29c was increased by 50% by glucose, without changing the 

expression of miR-29a and miR-29b. miR-29c reduced the directional migration 

of fibroblasts by 40% in the presence of chemotactic stimuli. In spontaneous 

migration, both in 2-D and 3-D environments, cell speed and directionality were 
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reduced by miR-29c, accompanied by an increase in cell adhesion to collagen I 

and a reduction in protein expression of β1 integrin, a potential miR-29c target. 

In conclusion, high glucose increases miR-29c expression in human fibroblasts, 

contributing to deficient migration, potentially through its direct target β1 integrin. 

This effect may contribute to the impaired wound healing observed in diabetic 

patients. 

Keywords: Wound healing, Diabetes Mellitus, Fibroblasts, MicroRNA, miR-29c  
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AGEs – Advanced glycation end-products (produtos finais de glicação 

avançada) 

CHO.K1 - Linhagem de células ovário de hamster chinês 

CTGF - Connective Tissue Growth Factor (fator de crescimento do tecido 

conjuntivo) 

cDNA – DNA complementar 

DM - Diabetes Mellitus 

DM1 - Diabetes Mellitus Tipo 1 

DM2 - Diabetes Mellitus Tipo 2 

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMG - Diabetes Mellitus Gestacional 

DNA - Ácido desoxirribonucleico 

EROs - Espécies Reativas de Oxigênio 

FAK - Focal adhesion kinase (Quinase de adesão focal) 

GEO - Gene Expression Omnibus 

GLUT4 - glucose transporter 4 (transportador de glicose 4) 

GTPases - Proteínas que ligam e hidrolisam GTP 

HG - High glucose (alta concentração de glicose) 

HFF - Human Foreskin Fibroblasts (fibroblastos de prepúcio humano) 

HSP47 - Heat-shock protein 47 (Proteína de choque térmico 47) 

HRP - Peroxidase Ligada à Horseradish 

IDF - International Diabetes Federation 

JNK - Jun N-terminal kinase (Quinase N-terminal Jun) 

MAb - Anticorpo monoclonal 

MEC - Matriz Extracelular 

MMP - Metaloproteinase de matriz 

miR - MicroRNA 

miR-29a - MicroRNA 29a 
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miR-29b - MicroRNA 29b 

miR-29c - MicroRNA 29c 

RNAm - RNA mensageiro 

NIH - National Institutes of Health 

PDGF - Platelet-derived Growth Factor (Fator de crescimento derivado de 

plaquetas) 

PFA - Paraformaldeído 

PCR - Polymerase chain reaction (reação em cadeia de polimerase) 

 

 

 

  

 

 

 

 
 



12 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Diabetes mellitus e suas complicações  

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2022), cerca de 

422 milhões de pessoas no mundo têm Diabetes Mellitus (DM), principalmente 

em países de baixa e média renda, e aproximadamente 1,6 milhão de mortes 

são atribuídas diretamente a esta doença a cada ano. No Brasil, mais de 13 

milhões de indivíduos têm esta patologia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2020). A incidência de diabetes no mundo foi de 4,6% em 2000, 

aumentou rapidamente para 10,5% em 2021 e, de forma alarmante, a previsão 

é de que os casos cheguem a 783 milhões até 2045 (ATLAS IDF, 2021). 

Recentemente estudos mostraram que pessoas com diabetes são mais 

susceptíveis às complicações da COVID-19 (CORRAO et al., 2021; 

KOUNTOURI et al., 2021). 

 Definida como um grupo de distúrbios metabólicos, o DM é uma doença 

crônica endócrina e metabólica que ocorre por insuficiência na produção de 

insulina, resistência à insulina (RI), ou ambas. Independentemente de sua 

etiologia, o DM se caracteriza pela hiperglicemia crônica, que leva a diversas 

complicações clínicas em longo prazo, principalmente relacionadas ao estresse 

oxidativo e à formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs), que 

causam alterações irreversíveis em proteínas intracelulares e extracelulares, 

potencialmente afetando sua função (PACHER et al., 2007; IGHODARO, 2018). 

Como exemplos de proteínas afetadas, temos o Transforming Growth factor  

(TGF-) e o Connective Tissue Growth Factor (CTGF) (BROWNLEE, 2001). 

Estresse oxidativo e AGEs, atuando provavelmente em combinação, são 

responsáveis pelo desenvolvimento de complicações crônicas importantes 

(CHIARELLI et al., 2000).  

A patologia do DM está fortemente associada a fatores genéticos e 

histórico familiar, hábitos alimentares, sedentarismo, envelhecimento e fatores 

comportamentais, como por exemplo o tabagismo (CHEN, MAGLIANO, 

ZIMMET, 2011; BHATTI et al., 2016). Existem três formas principais de diabetes 

amplamente aceitas: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 



13 
 

 

(DM2) e diabetes mellitus gestacional (DMG). Dentre essas, o DM2 é 

responsável por aproximadamente 90% de todos os casos de diabetes (EVANS, 

2000). 

O DM1 ou diabetes mellitus insulino-dependente é considerado uma 

doença autoimune na qual há destruição das células β pancreáticas. O DM1 é 

associado a fatores genéticos e é prevalente em crianças e adolescentes 

(KATSAROU et al., 2017; BARNETT, 2018). Quando o início sintomático do DM1 

é percebido, mais de 85% da massa de células β já foi destruída, levando à 

deficiência de insulina e consequente elevação da glicemia. É importante 

ressaltar que a hiperglicemia aumenta a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que, por sua vez, reduzem a secreção e a ação da insulina 

(SAKURAI, TSUCHIYA, 1988). 

O DM2 ou diabetes mellitus independente de insulina é caracterizado por 

hiperglicemia causada por diversos processos patológicos, como diminuição da 

secreção de insulina e, também, resistência à ação da insulina. Nos estágios 

iniciais do DM2, o aumento da produção de insulina é indispensável para manter 

o nível de glicose no sangue, superando a resistência à insulina. No entanto, 

com a progressão da doença, a secreção aumentada de insulina não é mais 

suficiente para compensar essa resistência e, com frequência, a função do 

pâncreas fica comprometida (ROCHETE et al., 2014). Obesidade, sobrepeso, 

componentes genéticos (por exemplo envolvendo genes da cadeia pesada da 

miosina), estilo de vida sedentário e idade avançada são potenciais fatores 

relevantes para o desenvolvimento do DM2 (OLSSON et al., 2011). Além disso, 

evidências convincentes mostraram que o estresse oxidativo resulta em DM2 

mais grave, diminuindo a secreção e a função da insulina e causando muitas 

complicações microvasculares e macrovasculares, devido a danos ao DNA, 

proteínas e/ou lipídios (AYEPOLA; BROOKS; OGUNTIBEJU, 2014). 

Complicações micro e macrovasculares são a principal causa de morbidade e 

mortalidade no DM2, sendo que a glicemia não controlada é considerada o 

principal agente etiológico de complicações do DM2 (KHALLID; PETROIANU; 

ADEM, 2022). 
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O Diabetes mellitus gestacional (DMG) refere-se à hiperglicemia leve que 

é detectada pela primeira vez durante o segundo e o terceiro trimestre da 

gravidez. O DMG é caracterizado por intolerância à glicose e resistência à 

insulina associada à secreção hormonal da placenta, obesidade, história familiar, 

aumento da inflamação e estresse oxidativo na placenta e no feto. A 

descompensação do estresse oxidativo pode desempenhar um papel crítico no 

DMG, diminuindo o índice de sensibilidade à insulina (MOHSEN et al., 2018). 

Mulheres grávidas com DMG e seus filhos têm um risco maior de desenvolver 

DM2 (BELLAMY et al., 2009). 

As respostas dos tecidos às condições de longo prazo do diabetes podem 

variar de acordo com a capacidade de transporte de glicose pelas células e das 

defesas antioxidantes de cada tipo celular (BROWNLEE, 2001). Dentre as 

principais complicações causadas pelo DM destacam-se as alterações 

microvasculares, a neuropatia, a retinopatia, a nefropatia diabética e a 

cicatrização deficiente (TSILIBARY, 2003). Alterações precoces na 

microvascularização causam aumento da permeabilidade vascular e alterações 

do fluxo sanguíneo, contribuindo para o surgimento de feridas cutâneas crônicas, 

principalmente nos membros inferiores (AGUIAR; VILLELA; BOUSKETA, 2007). 

A neuropatia diabética também contribui para alterações teciduais, inclusive 

ósseas, e redução da sensibilidade. Esses fatores, quando combinados, 

influenciam nas mudanças das características biomecânicas da pele, resultando 

em maior rigidez. O pé de uma pessoa com diabetes possui uma resistência 

reduzida ao estresse em comparação com o pé de um indivíduo saudável 

quando submetido à mesma carga mecânica, o que aumenta sua vulnerabilidade 

a rupturas (PARK, 2017; LECHNER et al., 2019, KWAK et al., 2020). Com isso, 

ocorre um aumento da prevalência de feridas crônicas, incluindo úlceras nos pés, 

úlceras de pressão, úlceras venosas e outras feridas que não cicatrizam (SEN, 

2019; OLSSON et al., 2019), resultando em complicações como dor, infecção e, 

eventualmente, amputação de membros inferiores (GREENHALG, 2003; NOOR 

et al.,2017; SONG, 2022). 
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1.2 Hiperglicemia e funções celulares 

Existem diversas vias bioquímicas intracelulares alteradas pela 

hiperglicemia, como por exemplo a via do poliol e das hexosaminas; no entanto, 

o estresse oxidativo ocasionado pela geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e a glicação de proteínas por AGEs ocupam um papel central no dano 

celular e tecidual. A hiperglicemia induz a geração de EROs principalmente por 

meio do metabolismo mitocondrial (BROWNLEE, 2001; 2005; LEE et al., 2003) 

e, também, pela ativação de diferentes vias metabólicas intracelulares. Uma vez 

formadas, as EROs oxidam lipídeos, DNA e proteínas, ocasionando alterações 

na estrutura e função celulares. Além do dano oxidativo, as EROs também 

podem atuar como segundos mensageiros na regulação de vias sinalizadoras 

intracelulares e de expressão gênica, estimulando a produção de fatores de 

crescimento e de proteínas da matriz extracelular, bem como alterando a 

expressão de metaloproteinases de matriz (MMPs) (HA; LEE, 2003, 2005; LEE 

et al., 2003; MASON; WAHAB, 2003).  

 

Figura 1. O aumento do metabolismo intracelular da glicose na hiperglicemia 

aumenta a geração de espécies reativas de oxigênio. Fonte:  BROWNLEE, 2021. 
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Algumas complicações crônicas consequentes da hiperglicemia parecem 

também estar associadas com a função alterada de fibroblastos. Após uma 

lesão, os fibroblastos são estimulados a proliferar por fatores de crescimento 

liberados do coágulo hemostático (predominantemente TGF-β e PDGF) e então 

migram para a área da ferida. Por volta do terceiro dia, a ferida torna-se rica em 

fibroblastos que depositam componentes da matriz extracelular (ácido 

hialurônico, fibronectinas e proteoglicanos, por exemplo) e, posteriormente, 

produzem colágenos fibrilares. O tecido resultante, vascular e rosado, que 

substitui o coágulo no local de uma ferida é denominado tecido de granulação. 

A matriz extracelular desse tecido provisório é composta por uma gama diferente 

de colágenos, com uma proporção maior de colágeno tipo 3, quando comparado 

ao tecido não ferido. Uma vez que matriz suficiente tenha sido produzida, muitos 

fibroblastos adquirem um fenótipo de miofibroblastos, mais contráteis e com 

atividade pró-fibrótica. Os miofibroblastos promovem a contração da ferida, além 

de promover a angiogênese por meio da regulação da atividade das 

metaloproteases. Os colágenos fibrilares sintetizados pelos fibroblastos são os 

componentes-chave para conferir resistência aos tecidos (SINGH; YOUNG; 

MCNAUGHT, 2017). 

Foram relatadas alterações na função de fibroblastos em vários modelos 

relacionados ao DM. A exposição a níveis elevados de glicose demonstrou 

induzir apoptose em fibroblastos presentes no tendão (SONG, 2022). Loots et 

al. (1999) demonstraram que fibroblastos derivados de úlceras crônicas de 

pacientes diabéticos proliferam menos que aqueles derivados de pacientes 

normoglicêmicos e respondem diferentemente a fatores de crescimento 

mitogênicos. Em camundongos diabéticos, a migração de fibroblastos estava 

diminuída em torno de 75% (Lerman et al., 2003). Fibroblastos dérmicos de 

humanos com DM2 apresentaram aumento na secreção de citocinas pró-

inflamatórias e redução na proliferação, migração e na expressão de 

metaloproteases (AL-RIKABI, 2021). Nosso grupo estudou a migração de 

fibroblastos derivados de ratos diabéticos ou de diferentes origens expostos in 

vitro a uma elevada concentração de glicose (25-30 mM) e observamos uma 

deficiência na migração espontânea sobre colágeno tipo I e fibronectina 
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(LAMERS et al., 2011; ALMEIDA, et al., 2011). As células apresentavam 

velocidade reduzida, perda da direcionalidade e aumento da quantidade de 

protrusões simultâneas em direções variadas, associadas à elevada atividade 

da GTPase Rac1. Estas protrusões eram, no entanto, improdutivas, retraindo-se 

rapidamente devido a uma deficiência na maturação das adesões junto à matriz 

extracelular (LAMERS et al., 2011). Muitos dos efeitos da glicose foram 

revertidos por um agente antioxidante. Recentemente, demonstramos também 

que o microRNA-31 (miR-31) está aumentado em células NIH-3T3 expostas à 

glicose elevada de forma dependente do estresse oxidativo, assim como em 

fibroblastos derivados da derme de ratos diabéticos (GOMES, 2015; 2021).  

De acordo com os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, 

observamos que fibroblastos dérmicos derivados de ratos diabéticos e células 

NIH3T3 expostas à glicose elevada durante 3 dias, quando observadas por 

microscopia eletrônica de transmissão, apresentaram dilatação significativa do 

retículo endoplasmático (RE) e um aumento no número de vesículas 

intracelulares com conteúdo ainda não determinado (SANTOS, 2015). Células 

NIH-3T3 apresentaram também alteração na morfologia das mitocôndrias, 

compatível com o fenômeno conhecido como “mitochondrial swelling”. A morte 

celular, no entanto, não foi afetada e figuras de autofagia não foram observadas. 

A expressão dos marcadores de estresse do RE: BiP, XBP1 spliced (XBP1s) e 

CHOP não foi alterada pela exposição destas células à elevada concentração de 

glicose. Resultados semelhantes foram observados em fibroblastos derivados 

de animais diabéticos, quando comparados a animais controle. Esses resultados 

sugerem que a disfunção de fibroblastos frente à exposição a uma elevada 

concentração de glicose não está diretamente relacionada a uma indução do 

estresse de RE ou autofagia (SANTOS, 2015). Wang et al. (2014) obtiveram um 

achado semelhante ao estudar células mesangiais expostas à glicose elevada. 

Eles observaram um cenário de estresse no retículo endoplasmático (RE), 

decorrente do aumento da síntese intracelular de ácido hialurônico, o que 

resultou em autofagia e na liberação de uma matriz extracelular (MEC) rica em 

ácido hialurônico, com propriedades adesivas para monócitos. 

A presença de AGEs independente da HG também pode prejudicar a 

função de fibroblastos. O tratamento de fibroblastos dérmicos com glioxal causou 
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redução na proliferação e migração e prejudicou a secreção e maturação de 

colágeno tipo 1, prevenindo sua deposição na MEC (GUILLON et al., 2021). O 

cultivo de fibroblastos em MEC de colágeno glicado mostrou alterações na 

localização de FAK e paxilina prejudicando a formação de adesões e a migração 

dessas células. Esses fibroblastos ainda apresentaram acúmulo de proteínas 

não enoveladas, o que pode indicar a indução de estresse do RE (LOUGHLIN; 

ARTLETT, 2010). 

 

1.3 Diabetes e cicatrização deficiente  

Dentre as complicações mais comuns e relevantes da HG encontra-se a 

cicatrização deficiente, que pode resultar no desenvolvimento de feridas crônicas 

nas extremidades inferiores em pacientes diabéticos (KUNKEMOELLER; 

KYRIAKIDES, 2017). Feridas crônicas e seu tratamento são um enorme fardo 

para o sistema público de saúde e o custo geral para a sociedade e para os 

indivíduos, principalmente, é a perda de produtividade e de qualidade de vida.  

A cicatrização de feridas dérmicas é um processo altamente coordenado 

que ocorre em três fases sobrepostas: (1) inflamação, que inclui hemostasia, 

recrutamento de células inflamatórias, secreção de citocinas e fatores de 

crescimento; (2) proliferação, caracterizada pela formação da matriz provisória, 

angiogênese e reepitelização; e (3) remodelação, na qual o tecido de granulação 

é reorganizado e a cicatriz madura é formada. Na ferida diabética, cada uma 

dessas fases está comprometida, interrompendo e retardando a progressão 

ordenada do processo cicatricial (KUNKEMOELLER; KYRIAKIDES 2017; 

PATEL et al., 2019; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; CEN et al., 2022). 

O processo normal de cicatrização inicia-se com a hemostasia que verifica 

a perda de sangue e a invasão de microorganismos na área ferida. Esta fase é 

rapidamente seguida e sobreposta por uma fase inflamatória, reguladas 

positivamente por neutrófilos, seguido por macrófagos que removem detritos e 

patógenos juntamente com fatores de crescimento, outras citocinas e células. A 

fase proliferativa se sobrepõe à fase inflamatória na qual ocorre a formação de  

novos tecidos, novos vasos sanguíneos e a construção de uma nova matriz para 

preencher a área ferida. A fase final de remodelação aumenta a resistência à 



19 
 

 

tração da matriz extracelular e reduz o suprimento sanguíneo para a área 

danificada. O processo de cicatrização é prejudicado principalmente por uma 

fase de inflamação prolongada, prejuízos na proliferação celular, redução na 

vascularização, produção de componentes de MEC como o ácido hialurônico e 

inibição na ativação e proliferação de fibroblastos, além da indução de 

senescência (MILAN et al., 2016; ZOU et al., 2021). Esses fatores contribuem 

para o retardo no processo de regeneração celular, incluindo reepitelização e 

formação do tecido de granulação (NGUYEN et al., 2020). Esse microambiente 

conta também com menor oferta de oxigênio, morte e diminuição na migração 

dos fibroblastos, degradação anormal da matriz e estresse oxidativo (SINGH et 

al., 2013, 2015).  

O prejuízo à MEC ocorre pelo dano de radicais livres que, embora sejam 

importantes nos estágios iniciais da cicatrização, se tornam exacerbados devido 

à hiperglicemia e redução das defesas antioxidantes. Outro fator importante é a 

alta presença de AGEs que causam alterações estruturais nas proteínas da MEC 

(BURGESS et al., 2021). Pageon et al., (2015) demonstraram que a MEC glicada 

favorece o acúmulo de matriz e prejudica a angiogênese, aspectos que são 

características do envelhecimento da pele. A presença de AGEs leva à ativação 

de seus receptores (receptores de produtos finais de glicação avançada, em 

inglês RAGE) que, como já mencionado, causam alterações a nível celular 

(BURGESS et al., 2021). No entanto, ainda existem poucos estudos que  

abordaram os efeitos da hiperglicemia sobre a migração dos fibroblastos, sobre 

as propriedades físicas da MEC e sobre a sua renovação, aspectos essenciais 

para a cicatrização tecidual. 
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Figura 2. Interrupção do processo normal de cicatrização causado pelo diabetes. 
Fonte: Patel et al., 2019. 

 

1.4 Migração celular 2D x 3D 

A migração pode ser considerada um fenômeno cíclico: começa com uma 

resposta das células a um sinal externo que leva à polarização e extensão de 

uma protrusão (lamelipódio ou filopódio) na direção do movimento. A formação 

de adesões focais envolve diversas proteínas como as integrinas (receptores 

para proteínas da MEC), que unem a protrusão ao substrato sobre o qual a célula 

está migrando. Estas adesões servirão, em parte, como pontos de tração para a 

migração, também iniciando uma sinalização que regulará a dinâmica da adesão 

e a atividade protrusiva. A contração move o corpo celular para a frente; à 

medida que a célula retrai, tem início um novo ciclo (SENGUPTA; PARENT; 

BEAR, 2022). Obviamente, todo este ciclo depende de modificações do 

citoesqueleto de actina e tubulina (HORWITZ; WEBB, 2003), que são reguladas 

por GTPases da família Rho. Essas proteínas atuam entre dois estados 

conformacionais: um estado inativo, quando estão ligadas ao GDP (guanosina 

difosfato) e um estado ativo, quando estão ligadas ao GTP (guanosina trifosfato) 

(HODGE; RIDLEY, 2016).  

 A habilidade das células de migrar na MEC e de remodelá-la depende 

tanto das propriedades celulares quanto de características bioquímicas e físicas 
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da MEC. Os mecanismos de regulação da migração celular, principalmente de 

fibroblastos e células tumorais, têm sido estudados extensivamente em modelos 

de cultura 2-D (DOYLE; NAZARI; YAMADA, 2022). No entanto, as discrepâncias 

entre o comportamento das células em cultura e in vivo têm levado a um número 

cada vez maior de pesquisadores a utilizar modelos 3-D, que representam 

melhor o microambiente tecidual. Os ligantes em modelos 2-D geralmente estão 

distribuídos homogeneamente e em baixas concentrações por unidade de área, 

enquanto modelos de MEC 3-D consistem de ligantes fibrilares compactados em 

graus variados.  

Em culturas 3-D, fibroblastos migratórios possuem suporte dorsal e 

ventral de MEC, ao invés da polaridade dorso-ventral artificial associada aos 

modelos 2-D. Os fibroblastos respondem a sinais químicos e físicos presentes 

na matriz extracelular circundante, o que apresenta desafios adicionais devido à 

presença de gradientes na matriz, espaço restrito e interações celulares 

complexas. Nesse contexto, as células adquirem uma morfologia polarizada, 

com protrusões de membrana direcionadas ao ambiente circundante. Elas 

utilizam uma combinação de mecanismos de movimento, como contração, 

protrusão e adesão, para se locomoverem eficientemente no espaço 

tridimensional. Além disso, o posicionamento e o tamanho do núcleo 

representam um desafio físico interno importante durante a migração 3D, já que 

a célula precisa atravessar pequenos poros na matriz extracelular e para isso 

regula diversas proteínas, como p. ex. as laminas (ZHU; LIU; GUNDERSEN, 

2017; WU; GILKES; WIRTZ, 2018: YAMADA; SIXT, 2019).  

As integrinas geram sinalização diferenciada em resposta a uma matriz 2-

D rígida e simples, ou a uma matriz 3-D, maleável e complexa (CUKIERMAN; 

PANKOV; YAMADA, 2002; GRINNELL, 2003; GRIFFITH; SCHWARTZ, 2006; 

YAMADA; SIXT, 2019). Alterações na consistência e arquitetura do substrato 

afetam a distribuição das integrinas, que passam por uma alteração 

conformacional para o estado ativo. Em conjunto com a miosina 2 e outras 

proteínas que compõem as adesões focais, as células respondem contraindo-se 

de acordo com a rigidez da MEC (ZAMAN et al., 2006: DOYLE et al., 2015). 

Proteínas de adesão focal como talina e paxilina, por exemplo, são reduzidas em 

células em matrizes 3-D, por um mecanismo que requer a integrina 21 (WANG 
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et al., 2003). De maneira geral, pode-se afirmar que em matrizes 3-D os 

processos celulares relativos à migração são mais discretos que aqueles já 

descritos em culturas 2-D; no entanto, sob condições em que a rigidez do 

substrato é aumentada, estes processos podem se tornar mais exacerbados. 

 

1.5 MicroRNAs  

MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs endógenos não codificantes 

com aproximadamente 19-25 nucleotídeos de comprimento e estão localizados 

nos éxons ou íntrons de genes codificadores (RODRIGUEZ et al., 2004). Eles 

são importantes reguladores negativos da expressão gênica pós-transcricional,  

podendo regular mais de 60% dos genes codificadores de proteínas em 

humanos (FRIEDMAN et al., 2009).  

Foram inicialmente descobertos no nematoide Caenorhabditis elegans 

em 1993 (WIGHTMAN; HA; RUVKUN, 1993), e desde então vem sendo 

descritos novos microRNAs maduros em diversas espécies e mais de 2.500 

miRNAs foram identificados no genoma humano. A maioria dos miRNAs são 

transcritos pela RNA polimerase II a partir de longos transcritos primários 

conhecidos como pri-miRNAs. O Pri-miRNA é cortado na molécula precursora 

do loop hairpin (pré-miRNAs), com aproximadamente 70 nucleotídeos de 

comprimento, no núcleo pela RNase III nuclear Drosha (LEE et al.,  2003). Esta 

estrutura hairpin, referida como pré-miRNA, é transportada do núcleo para o 

citoplasma através do transportador exportina 5 (LUND et al., 2004), onde é 

processado em miRNAs maduros de fita dupla de ~22 nucleotídeos de 

comprimento por Dicer RNAse III enzima (KETTING et al., 2005). Os pré-

miRNAs geralmente contêm as sequências de vários miRNAs maduros. Uma fita 

de miRNA maduro é degradada, enquanto a outra se integra em um complexo 

de silenciamento induzido por RNA (RISC) através do carregamento nas 

proteínas Argonauta (PRAT; MACRAE, 2009). O prefixo sem maiúscula “mir-” 

refere-se à forma precursora, enquanto “miR-” refere-se à forma madura. O 

sufixo -3p ou -3q é usado para denotar de qual extremidade do pré-miRNA o 

miRNA maduro se origina. Embora alguns miRNAs reprimam um único alvo, a 

maioria exerce seus efeitos como alterações modestas em vários alvos através 



23 
 

 

de ligações imperfeitas que cumulativamente podem alterar os fenótipos 

celulares (BAEK et al., 2008).  

A regulação gênica mediada por miRNAs ocorre por meio de dois 

mecanismos principais. Em primeiro lugar, através da repressão da tradução do 

RNA mensageiro (RNAm) alvo por miRNAs bloqueando o início da tradução e/ou 

elongamento (PILLAI et al., 2005, NOTTROTT, SIMARD, RITCHER, 2006). Em 

segundo lugar, os miRNAs podem se ligar aos RNAm, promovendo a 

degradação do RNA por meio de deadenilação acelerada e decapeamento 

(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011; IPSARO; JOSHUA-TOR, 2015).  

Os miRNAs desempenham papéis críticos em vários processos 

fisiológicos e patológicos, devido aos seus padrões de expressão únicos e sua 

capacidade de direcionar numerosos transcritos, muitas vezes no mesmo 

processo biológico. Os miRNAs também apresentam perfis de expressão 

diferentes, potencialmente regulando a expressão de muitos genes de uma 

maneira tecido-específica em condições fisiológicas e patológicas (CALIN; 

CROCE, 2006; YANAIHARA et al., 2006). Eles operam em redes complexas em 

que um RNAm pode ser regulado por vários miRs e um miRNA pode regular 

vários alvos (ESQUELA-KERSHER; SLACK,  2006); atuam regulando diversos 

mecanismos celulares, tais como diferenciação, apoptose, adesão, proliferação 

e migração celular, e ainda podem contribuir diretamente no remodelamento da 

MEC (YU et al., 2005; CAI et al., 2009;  HUANG; HE, 2010). A desregulação de 

miRNAs em estados patológicos pode ser usada para desenvolver 

biomarcadores (WANG; CHEN; SEM, 2015) e fornecer informações sobre a base 

fisiopatológica subjacente da doença.  

1.6 MiRNAs na cicatrização de diabéticos  

Além das complicações já relatadas, a hiperglicemia altera o perfil e a 

ação dos miRNAs e seu papel na regulação das diferentes fases da cicatrização, 

em condições fisiológicas e patológicas como no diabetes (MULHOLLAND; 

DUNNE; McCARTHY, 2017; GOODARZI; MANIATI; QUJEQ, 2018; MENG et al., 

2018; SOLIMAN et al., 2018). É importante ressaltar que a resistência à insulina, 

uma causa subjacente do desenvolvimento de diabetes tipo 2, pode estar 

presente muito antes de qualquer alteração na glicose circulante ser detectada. 
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Isso indica que a hiperinsulinemia pode estar presente mesmo em condições 

normais de glicose, provavelmente causando alterações significativas no nível 

vascular, muito antes do diagnóstico de diabetes. A expressão e a função do 

miRNA podem ser alteradas muito antes do diagnóstico da hiperglicemia, 

causando importantes alterações no metabolismo desde o estágio inicial do 

diabetes (PETKOVIC, 2020).  

Existem várias evidências que indicam que os miRNAs podem ter efeitos 

positivos ou negativos em diferentes aspectos do processo de cicatrização de 

feridas. (PATEL et al., 2019; DYKES; ROSS, 2022). De fato, diversos miRs estão 

desregulados durante as diferentes fases da cicatrização cutânea em diabéticos, 

alguns deles tendo como alvo componentes da MEC (HONDA et al., 2012; 

KASHYIAMA et al., 2012; MOURA; BØRSHEIM; CARVALHO, 2014). Liu et al., 

(2015) investigaram a expressão de miRNAs em roedores com diabetes e 

mostraram que 18 miRNAs foram regulados positivamente e 65 miRNAs foram 

regulados negativamente em comparação com grupos controles. Foi observada 

a expressão diferencial de 14 miRNAs durante a cicatrização em humanos 

diabéticos (MADHYASTHA et al., 2012).   

A inibição do miR-92a por exemplo, foi capaz de acelerar a angiogênese 

e o processo cicatricial em diabéticos e não diabéticos (GALLANT-BEHN et al., 

2018). Já o miR-21 está reduzido em úlceras diabéticas, causando redução na 

migração de fibroblastos e queratinócitos para o local da ferida (YANG et al., 

2011).  

1.7 Família dos MiRNAs 29 

A família miR-29 é composta por três elementos: miR-29a, miR-29b e 

miR-29c. Os miR-29b-1 e miR-29b-2 são chamados pelo mesmo título de miR-

29b, com sequências maduras iguais. Os genes miR-29b2 e miR-29c estão 

localizados no cromossomo 1 (1q32.2) e os genes miR-29a e miR-29b1 estão 

localizados no cromossomo 7 (7q32.3) (KRIEGEL et al., 2012). 
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Figura 3. Membros da família miR-29 e seus alvos potenciais. Sequências maduras 

e localizações cromossômicas de miR-29s. Fonte: NGUYEN et al., 2022. 

A revisão sistemática de Kwon et al., (2019) mostrou que a ampla 

maioria das publicações mostram os miRNAs da família 29 agindo como 

supressores de vários tipos de câncer. Entre esses, se destacam cânceres 

hematológicos, gastrointestinais e de mama. Os miRNAs 29 atuam em diversas 

funções celulares como no metabolismo oncogênico, proliferação celular, 

apoptose, fibrose, angiogênese, imunomodulação, transição epitélio-

mesenquimal e metástase. Esses miRNAs também são biomarcadores de 

diversos tipos como câncer, como revisado por NGUYEN et al. (2022). 

Os miRNAs da família 29 já foram demonstrados como reguladores chave 

de fibrose nos rins, coração, fígado, pulmão e pele (CUSHING et al., 2011; HE 

et al., 2013; McMULLEN; HARMANCI et al., 2017; MCMULLEN; BERNARDO, 

2018). Em vários desses tecidos propensos à fibrose, esses miRNAs regulam 

uma série de funções celulares como apoptose, proliferação, diferenciação, 

produção e secreção de proteínas da MEC. Esses processos também estão 

presentes nas etapas da cicatrização de feridas, e isso aponta os miRNAS da 

família 29 como potenciais alvos na modulação da cicatrização de feridas, 

principalmente em suas fases finais.  O miR-29b, por exemplo, é um potente 

repressor pós-transcricional de colágeno I em fibroblastos da pele, e sua 

desregulação pode estar implicada no processo cicatricial (HARMANCI et al., 

2017). O miR-29b atua diretamente sobre a expressão de genes para MEC como 

fibronectina, colágenos I e III (LIU et al., 2010; CUSHING et al., 2011) e está 

reduzido em diabéticos durante a cicatrização (MOURA; BØRSHEIM; 

CARVALHO, 2014). A aplicação tópica deste miRNA aumentou a razão 

colágeno III/I e a atividade de MMP-8, favorecendo a progressão correta da 

cicatrização (MONAGHAN et al., 2014).  Os miR-29b e o miR-29c foram 

sugeridos como mediadores-chave na mudança fenotípica na cicatrização 
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gestacional da ferida fetal e durante o desenvolvimento da pele (CHENG et al., 

2010), em parte devido aos seus papéis na produção de MEC (VAN ROOIJ et 

al., 2008). Tanto o TGF-β, que atua como anti-fibrótico na pele, quanto proteínas 

SMADs (sinalizadoras na via de TGF-β), envolvidas nas vias de cicatrização, são 

alvos de miR-29b e miR-29c (MULHOLLAND, DUNNE, McCARTHY 2017). 

Estudos indicam que a regulação de miRNAs da família miR-29 (a, b, c) 

ocorre tanto pela glicose elevada quanto pelos níveis de insulina e citocinas 

inflamatórias em modelos de diabetes, relacionando-os com complicações 

variadas, como por exemplo a sobrevivência e função de cardiomiócitos 

(THOMAS et al., 2013; ARNOLD et al., 2014) e fibrose renal (KRIEGEL et al., 

2012). Diversos estudos relataram aumento do miR-29 no DM (HE et al., 2007; 

ARNOLD et al., 2014; SLUSARZ; PULAKAT, 2014; VILLARD; MARCHAND, 

2015). Em nosso grupo, observamos aumento do miR-29a em células do 

ligamento periodontal humano expostas à glicose elevada (MONTEIRO, 2017). 

Neste mesmo tecido, já foi demonstrado que miRNAs da família 29 regulam a 

síntese de MEC (CHEN et al., 2015).  

A família de miRNAs 29 desempenha um papel crucial na inibição da 

migração em vários tipos de câncer como carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço, adenocarcinoma, câncer pancreático e hepático. Foi mostrado que a 

redução desses miRNAs está associada a uma maior capacidade migratória e 

invasividade celular, enquanto o aumento da expressão destes miRNAs resultou 

na redução desses mecanismos (KINOSHITA et al., 2013; YAMAMOTO et al., 

2013; LU et al., 2015; KOSHIZUKA et al., 2018; HOZAKA et al., 2021), tendo 

como alvos proteínas da MEC, HSP47 e subunidade β1 de integrinas. Esses 

miRNAs, se aumentados em resposta à glicose elevada, podem estar 

relacionados com a menor migração dos fibroblastos. 

Uma consulta à base de dados MiRNA.org (www.microrna.org) revelou 

alvos relacionados à migração celular e MEC para o miR-29a (colágenos II, III, 

IV, VI, VII, VIII, XVI, XIX, XXI, hialuronan sintase 2 e 3, fibronectina, fibrilina 2, 

TIMP2, MMP 2, integrinas β1, α6 e α1, Rho BTB 1 e 3, Cdc42, WASP 1, radixina, 

Rac2, TIAM-1, ROCK-1, RhoA), miR-29b (colágenos I, III, IV, XV, fibronectina, 

http://www.microrna.org/
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MMP2, hialuronan sintase 3, CD44, fibrilina 1, Rho A, PTEN, VEGF) e miR-29c 

(colágenos I, III, hialuronan sintase 3, integrinas β1, α6 e α11). 

De acordo com as informações apresentadas, consideramos relevante 

avaliar o potencial efeito da glicose elevada sobre a expressão de miRNAs da 

família 29 em fibroblastos dérmicos humanos, assim como seu papel na 

migração dessas células em matrizes de colágeno do tipo I, muito abundante na 

pele. Apesar dos efeitos da glicose elevada sobre a migração celular ser um 

tema de estudo do nosso grupo há alguns anos, células de diferentes origens 

podem responder de maneiras diferentes à glicose. Por esta razão, 

consideramos também importante caracterizar a migração destes fibroblastos 

em diferentes matrizes de colágeno.   
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6 CONCLUSÃO  

De acordo com os objetivos propostos inicialmente e com base nos 

resultados obtidos, concluímos que:  

- A concentração elevada de glicose (30 mM) reduz a migração de fibroblastos 

derivados da derme humana em matrizes constituídas por colágeno tipo I, na 

presença de estímulos quimiotáticos. Na migração espontânea dessas células, 

tanto em ambientes 2-D quanto 3-D, a velocidade e direcionalidade celulares 

não foram alteradas, apesar de um aumento da adesão celular ao colágeno I. 

- A concentração elevada de glicose (30 mM) aumenta a expressão do 

microRNAs miR-29c-3p em fibroblastos derivados da derme humana, sem 

alterar a expressão de miR-29a-3p e miR-29b-3p. 

- O miR-29c-3p reduz a migração direcional de fibroblastos derivados da derme 

humana em matrizes constituídas por colágeno tipo I, na presença de estímulos 

quimiotáticos. Na migração espontânea dessas células, tanto em ambientes 2-D 

quanto 3-D, a velocidade e direcionalidade celulares foram reduzidas pelo miR-

29c-3p, acompanhadas de um aumento da adesão celular ao colágeno I e 

redução da expressão proteica da subunidade β1 de integrinas.  

- É possível que os efeitos da glicose elevada sobre a migração de fibroblastos 

dérmicos humanos sejam, pelo menos parcialmente, devidos à elevação da 

expressão de miR-29c-3p. 
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