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RESUMO

A cicatrizacao deficiente de feridas € uma complicacao importante do Diabetes
Mellitus, contribuindo para o aparecimento de feridas crbénicas de dificil
resolucdo. Em individuos diabéticos, alteragbes funcionais em fibroblastos
contribuem para a cicatrizacdo deficiente, ja 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 cicatrizacéo,
remodelam a matriz extracelular secretando metaloproteinases e diferentes
componentes da matriz. A exposicdo de fibroblastos a uma concentracdo
elevada de glicose, compativel com hiperglicemia, reduz a sua adesdo e
migracdo sobre fibronectina de forma dependente do estresse oxidativo e de
microRNAs. Estes ultimos sdo pequenos RNAs nao codificantes capazes de
regular a expressao génica hibridizando-se e degradando diferentes RNAs
mensageiros ou bloqueando a sua traducéo. Este estudo teve como objetivos:1)
avaliar os efeitos de uma elevada concentracdo de glicose sobre a migracéo de
fibroblastos dérmicos humanos em matrizes bidimensionais (2-D) e
tridimensionais (3-D) de colageno tipo I; 2) avaliar os efeitos da glicose elevada
sobre a expressdo dos microRNAs da familia 29 (miR-29a-3p, miR-29b-3p e
miR-29¢-3p), potenciais reguladores de diversos tipos de colagenos e da adesao
celular, assim como as consequéncias funcionais dessa modulacéo. Para isso,
fibroblastos HFF foram cultivados sob baixa concentracdo de glicose (5 mM) ou
elevada concentracao de glicose (30 mM) por 7 dias. A expressédo de miR-29a,
miR-29b e miR-29c foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Foram realizados
ensaios de migracao direcional por estimulo quimiotatico em camaras bipartite e
de migracdo espontanea em matrizes 2-D e 3-D de colageno |, utilizando um
sistema de time-lapse. Ensaios funcionais foram realizados apos
superexpressdo e supressao de miR-29c utilizando transfeccdo com
oligonucleotideos miméticos mimics-miR ou inibidores anti-miR. A expresséo
proteica de integrina 31 foi avaliada por western blotting. A concentracéo elevada
de glicose reduziu a migracao celular direcional estimulada por quimiotaxia. Na
migragdo espontanea, em ambientes 2-D e 3-D, a velocidade e direcionalidade
celulares nao foram alteradas. A expressao de miR-29c foi aumentada em 50%



pela glicose, sem alterar a expressédo de miR-29a e miR-29b. O miR-29c reduziu
a migracao direcional de fibroblastos em 40% na presenca de estimulos
quimiotéaticos. Na migracdo espontanea, tanto em ambientes 2-D quanto em 3-
D, a velocidade e direcionalidade celulares foram reduzidas pelo miR-29c,
acompanhadas de um aumento da adeséao celular ao colageno | e reducao da
expressao proteica da subunidade (31 de integrinas, alvo potencial de miR-29c.
Concluimos que a glicose elevada aumenta a expressdo de miR-29c em
fibroblastos humanos, contribuindo para a migracao deficiente, potencialmente
por meio de seu alvo direto integrina 1. Este efeito pode contribuir para a

cicatrizacao deficiente de feridas observada em pacientes diabéticos.

Palavras-chave: Cicatrizacéo, Diabetes Mellitus, Fibroblastos, MicroRNA, miR-
29c



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 | collagen; 2) to
evaluate the effects of high glucose on the expression of microRNA 29 isoforms
(miR-29a-3p, MmiR-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 | 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. B1 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



reduced by miR-29c, accompanied by an increase in cell adhesion to collagen |
and a reduction in protein expression of 31 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 1 integrin.

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

patients.

Keywords: Wound healing, Diabetes Mellitus, Fibroblasts, MicroRNA, miR-29c



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGEs — Advanced glycation end-products (produtos finais de glicacao
avancada)

CHO.K1 - Linhagem de células ovario de hamster chinés

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

cDNA — DNA complementar

DM - Diabetes Mellitus

DML1 - Diabetes Mellitus Tipo 1

DM2 - Diabetes Mellitus Tipo 2

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMG - Diabetes Mellitus Gestacional

DNA - Acido desoxirribonucleico

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

FAK - Focal adhesion kinase (Quinase de adeséo focal)
GEO - Gene Expression Omnibus

GLUT4 - glucose transporter 4 (transportador de glicose 4)
GTPases - Proteinas que ligam e hidrolisam GTP

HG - High glucose (alta concentracéo de glicose)

HFF - Human Foreskin Fibroblasts (fibroblastos de prepacio humano)
HSP47 - Heat-shock protein 47 (Proteina de choque térmico 47)
HRP - Peroxidase Ligada a Horseradish

IDF - International Diabetes Federation

JNK - Jun N-terminal kinase (Quinase N-terminal Jun)
MADb - Anticorpo monoclonal

MEC - Matriz Extracelular

MMP - Metaloproteinase de matriz

miR - MicroRNA

miR-29a - MicroRNA 29a



miR-29b - MicroRNA 29b
miR-29c¢ - MicroRNA 29c
RNAmM - RNA mensageiro
NIH - National Institutes of Health

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

PFA - Paraformaldeido

PCR - Polymerase chain reaction (reacao em cadeia de polimerase)
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus e suas complicacdes

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2022), cerca de
422 milhdes de pessoas no mundo tém Diabetes Mellitus (DM), principalmente
em paises de baixa e média renda, e aproximadamente 1,6 milhdo de mortes
sdo atribuidas diretamente a esta doenca a cada ano. No Brasil, mais de 13
milhdes de individuos tém esta patologia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2020). A incidéncia de diabetes no mundo foi de 4,6% em 2000,
aumentou rapidamente para 10,5% em 2021 e, de forma alarmante, a previsao
€ de que os casos cheguem a 783 milhdes até 2045 (ATLAS IDF, 2021).
Recentemente estudos mostraram que pessoas com diabetes sdo mais
susceptiveis as complicagbes da COVID-19 (CORRAO et al., 2021;
KOUNTOURI et al., 2021).

Definida como um grupo de disturbios metabdlicos, o DM é uma doenca
cronica enddcrina e metabdlica que ocorre por insuficiéncia na producdo de
insulina, resisténcia a insulina (RI), ou ambas. Independentemente de sua
etiologia, o DM se caracteriza pela hiperglicemia cronica, que leva a diversas
complicac@es clinicas em longo prazo, principalmente relacionadas ao estresse
oxidativo e a formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), que
causam alteracdes irreversiveis em proteinas intracelulares e extracelulares,
potencialmente afetando sua funcdo (PACHER et al., 2007; IGHODARO, 2018).
Como exemplos de proteinas afetadas, temos o Transforming Growth factor ®
(TGF-®) e o Connective Tissue Growth Factor (CTGF) (BROWNLEE, 2001).
Estresse oxidativo e AGEs, atuando provavelmente em combinacdo, séo
responsaveis pelo desenvolvimento de complicacbes crbnicas importantes
(CHIARELLI et al., 2000).

A patologia do DM esta fortemente associada a fatores genéticos e
historico familiar, habitos alimentares, sedentarismo, envelhecimento e fatores
comportamentais, como por exemplo o tabagismo (CHEN, MAGLIANO,
ZIMMET, 2011; BHATTI et al., 2016). Existem trés formas principais de diabetes

amplamente aceitas: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2
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(DM2) e diabetes mellitus gestacional (DMG). Dentre essas, o DM2 ¢é
responsavel por aproximadamente 90% de todos os casos de diabetes (EVANS,
2000).

O DM1 ou diabetes mellitus insulino-dependente € considerado uma
doencga autoimune na qual ha destruigcdo das células B pancreaticas. O DM1 é
associado a fatores genéticos e € prevalente em criancas e adolescentes
(KATSAROU et al., 2017; BARNETT, 2018). Quando o inicio sintomatico do DM1
€ percebido, mais de 85% da massa de células B ja foi destruida, levando a
deficiéncia de insulina e consequente elevagdo da glicemia. E importante
ressaltar que a hiperglicemia aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que, por sua vez, reduzem a secrecdo e a acdo da insulina
(SAKURAI, TSUCHIYA, 1988).

O DM2 ou diabetes mellitus independente de insulina é caracterizado por
hiperglicemia causada por diversos processos patolégicos, como diminuicao da
secrecdo de insulina e, também, resisténcia a acédo da insulina. Nos estagios
iniciais do DM2, o aumento da producéo de insulina € indispensavel para manter
o nivel de glicose no sangue, superando a resisténcia a insulina. No entanto,
com a progressao da doenca, a secrecdo aumentada de insulina ndo € mais
suficiente para compensar essa resisténcia e, com frequéncia, a funcéo do
pancreas fica comprometida (ROCHETE et al., 2014). Obesidade, sobrepeso,
componentes genéticos (por exemplo envolvendo genes da cadeia pesada da
miosina), estilo de vida sedentario e idade avancada sdo potenciais fatores
relevantes para o desenvolvimento do DM2 (OLSSON et al., 2011). Além disso,
evidéncias convincentes mostraram gue o estresse oxidativo resulta em DM2
mais grave, diminuindo a secrecao e a funcéo da insulina e causando muitas
complicacBes microvasculares e macrovasculares, devido a danos ao DNA,
proteinas e/ou lipidios (AYEPOLA; BROOKS; OGUNTIBEJU, 2014).
Complicagbes micro e macrovasculares sao a principal causa de morbidade e
mortalidade no DM2, sendo que a glicemia ndo controlada € considerada o
principal agente etioldgico de complicacbes do DM2 (KHALLID; PETROIANU,;
ADEM, 2022).
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O Diabetes mellitus gestacional (DMG) refere-se a hiperglicemia leve que
€ detectada pela primeira vez durante o segundo e o terceiro trimestre da
gravidez. O DMG é caracterizado por intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina associada a secre¢do hormonal da placenta, obesidade, histéria familiar,
aumento da inflamacdo e estresse oxidativo na placenta e no feto. A
descompensacédo do estresse oxidativo pode desempenhar um papel critico no
DMG, diminuindo o indice de sensibilidade a insulina (MOHSEN et al., 2018).
Mulheres gravidas com DMG e seus filhos tém um risco maior de desenvolver
DM2 (BELLAMY et al., 2009).

As respostas dos tecidos as condi¢des 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 complicagbes causadas pelo DM destacam-se as alteracdes
microvasculares, a neuropatia, a retinopatia, a nefropatia diabética e a
cicatrizacdo deficiente (TSILIBARY, 2003). Alteracbes precoces ha
microvascularizacdo causam aumento da permeabilidade vascular e alteracdes
do fluxo sanguineo, contribuindo para o surgimento de feridas cutaneas crénicas,
principalmente nos membros inferiores (AGUIAR; VILLELA; BOUSKETA, 2007).
A neuropatia diabética também contribui para alteracdes teciduais, inclusive
Osseas, e reducdo da sensibilidade. Esses fatores, quando combinados,
influenciam nas mudancas das caracteristicas biomecéanicas da pele, resultando
em maior rigidez. O pé de uma pessoa com diabetes possui uma resisténcia
reduzida ao estresse em comparacdo com o pé de um individuo saudéavel
guando submetido a mesma carga mecanica, o que aumenta sua vulnerabilidade
a rupturas (PARK, 2017; LECHNER et al., 2019, KWAK et al., 2020). Com isso,
ocorre um aumento da prevaléncia de feridas cronicas, incluindo tlceras nos pés,
Ulceras de pressao, Ulceras venosas e outras feridas que néo cicatrizam (SEN,
2019; OLSSON et al., 2019), resultando em complica¢des como dor, infeccao e,
eventualmente, amputacdo de membros inferiores (GREENHALG, 2003; NOOR
et al.,2017; SONG, 2022).
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1.2 Hiperglicemia e funcdes celulares

Existem diversas vias bioquimicas intracelulares alteradas pela
hiperglicemia, como por exemplo a via do poliol e das hexosaminas; no entanto,
0 estresse oxidativo ocasionado pela geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a glicacdo de proteinas por AGEs ocupam um papel central no dano
celular e tecidual. A hiperglicemia induz a geracao de EROs principalmente por
meio do metabolismo mitocondrial (BROWNLEE, 2001; 2005; LEE et al., 2003)
e, também, pela ativacao de diferentes vias metabdlicas intracelulares. Uma vez
formadas, as EROs oxidam lipideos, DNA e proteinas, ocasionando alteracfes
na estrutura e funcdo celulares. Além do dano oxidativo, as EROs também
podem atuar como segundos mensageiros na regulacdo de vias sinalizadoras
intracelulares e de expressao génica, estimulando a producdo de fatores de
crescimento e de proteinas da matriz extracelular, bem como alterando a
expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs) (HA; LEE, 2003, 2005; LEE
et al., 2003; MASON; WAHAB, 2003).

NADPH NADP+ NAD* NADH
T N T Sorbitol MT Fructose
T Glucose-6-P ol pathwa)
‘ Lot T Glucosamine-6-P=4UDP-GIcNAC
T Frucose-6-P —'ﬁ S ‘
Gln  Glu
NADH NAD+
T DHAP MT a-Glycerol-P -PT DAG—PT PKC
M e Protein kin _‘
T Glyceraldehyde-3-P
NAD* —
\ JGAPDH 4—102' T Methylglyoxal -FT AGEs
NADH s ______AGE pathway

\J
1.3-Diphosphoglycerate

Figura 1. O aumento do metabolismo intracelular da glicose na hiperglicemia
aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio. Fonte: BROWNLEE, 2021.
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Algumas complicacdes cronicas consequentes da hiperglicemia parecem
também estar associadas com a funcdo alterada de fibroblastos. Apés uma
les&o, os fibroblastos sdo estimulados a proliferar por fatores de crescimento
liberados do coagulo hemostéatico (predominantemente TGF- e PDGF) e entao
migram para a area da ferida. Por volta do terceiro dia, a ferida torna-se rica em
fibroblastos que depositam componentes da matriz extracelular (acido
hialurdnico, fibronectinas e proteoglicanos, por exemplo) e, posteriormente,
produzem coldgenos fibrilares. O tecido resultante, vascular e rosado, que
substitui o coagulo no local de uma ferida é denominado tecido de granulacéo.
A matriz extracelular desse tecido provisorio € composta por uma gama diferente
de colagenos, com uma propor¢cdo maior de colageno tipo 3, quando comparado
ao tecido nao ferido. Uma vez que matriz suficiente tenha sido produzida, muitos
fibroblastos adquirem um fenétipo de miofibroblastos, mais contrateis e com
atividade pro-fibrotica. Os miofibroblastos promovem a contracéo da ferida, além
de promover a angiogénese por meio da regulacdo da atividade das
metaloproteases. Os colagenos fibrilares sintetizados pelos fibroblastos sdo os
componentes-chave para conferir resisténcia aos tecidos (SINGH; YOUNG;
MCNAUGHT, 2017).

Foram relatadas alteracdes na funcao de fibroblastos em varios modelos
relacionados ao DM. A exposicdo a niveis elevados de glicose demonstrou
induzir apoptose em fibroblastos presentes no tendédo (SONG, 2022). Loots et
al. (1999) demonstraram que fibroblastos derivados de Ulceras cronicas de
pacientes diabéticos proliferam menos que aqueles derivados de pacientes
normoglicémicos e respondem diferentemente a fatores de crescimento
mitogénicos. Em camundongos diabéticos, a migracdo de fibroblastos estava
diminuida em torno de 75% (Lerman et al., 2003). Fibroblastos dérmicos de
humanos com DM2 apresentaram aumento na secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias e reducdo na proliferacdo, migracdo e na expressao de
metaloproteases (AL-RIKABI, 2021). Nosso grupo estudou a migracdo de
fibroblastos derivados de ratos diabéticos ou de diferentes origens expostos in
vitro a uma elevada concentracdo de glicose (25-30 mM) e observamos uma

deficiéncia na migracdo espontanea sobre colageno tipo | 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
protrusdes simultdneas em dire¢des variadas, associadas a elevada atividade
da GTPase Racl. Estas protrusdes eram, no entanto, improdutivas, retraindo-se
rapidamente devido a uma deficiéncia na maturacédo das adesdes junto a matriz
extracelular (LAMERS et al., 2011). Muitos dos efeitos da glicose foram
revertidos por um agente antioxidante. Recentemente, demonstramos também
gue o microRNA-31 (miR-31) esta aumentado em células NIH-3T3 expostas a
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 a glicose elevada durante 3 dias, quando observadas por
microscopia eletrénica de transmisséo, apresentaram dilatacéo significativa do
reticulo endoplasmético (RE) e um aumento no numero de vesiculas
intracelulares com conteudo ainda ndo determinado (SANTOS, 2015). Células
NIH-3T3 apresentaram também alteracdo na morfologia das mitocondrias,
compativel com o fenbmeno conhecido como “mitochondrial swelling”. A morte
celular, no entanto, ndo foi afetada e figuras de autofagia ndo foram observadas.
A expressdo dos marcadores de estresse do RE: BiP, XBP1 spliced (XBP1s) e
CHOP nao foi alterada pela exposi¢éo destas células a elevada concentracao de
glicose. Resultados semelhantes foram observados em fibroblastos derivados
de animais diabéticos, quando comparados a animais controle. Esses resultados
sugerem que a disfuncdo de fibroblastos frente a exposicdo a uma elevada
concentracdo de glicose ndo esta diretamente relacionada a uma inducao do
estresse de RE ou autofagia (SANTOS, 2015). Wang et al. (2014) obtiveram um
achado semelhante ao estudar células mesangiais expostas a glicose elevada.
Eles observaram um cenéario de estresse no reticulo endoplasmatico (RE),
decorrente do aumento da sintese intracelular de acido hialurdnico, o que
resultou em autofagia e na liberagcdo de uma matriz extracelular (MEC) rica em

acido hialurénico, com propriedades adesivas para mondcitos.

A presenca de AGEs independente da HG também pode prejudicar a

funcao de fibroblastos. O tratamento de fibroblastos dérmicos com glioxal causou
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reducdo na proliferacdo e migracdo e prejudicou a secrecdo e maturacdo de
colageno tipo 1, prevenindo sua deposicdo na MEC (GUILLON et al., 2021). O
cultivo de fibroblastos em MEC de coldgeno glicado mostrou alteragdes na
localizag&o de FAK e paxilina prejudicando a formacé&o de adesdes e a migracao
dessas células. Esses fibroblastos ainda apresentaram acumulo de proteinas
nao enoveladas, o que pode indicar a inducéo de estresse do RE (LOUGHLIN;
ARTLETT, 2010).

1.3 Diabetes e cicatrizacao deficiente

Dentre as complicacdes mais comuns e relevantes da HG encontra-se a
cicatrizacao deficiente, que pode resultar no desenvolvimento de feridas cronicas
nas extremidades inferiores em pacientes diabéticos (KUNKEMOELLER;
KYRIAKIDES, 2017). Feridas crbnicas e seu tratamento sdo um enorme fardo
para o sistema publico de saude e o custo geral para a sociedade e para 0s
individuos, principalmente, é a perda de produtividade e de qualidade de vida.

A cicatrizacao de feridas dérmicas € um processo altamente coordenado
gue ocorre em trés fases sobrepostas: (1) inflamagé&o, que inclui hemostasia,
recrutamento de células inflamatoérias, secrecdo de citocinas e fatores de
crescimento; (2) proliferacdo, caracterizada pela formacgao da matriz provisoria,
angiogénese e reepitelizacao; e (3) remodelacéo, na qual o tecido de granulacéo
€ reorganizado e a cicatriz madura € formada. Na ferida diabética, cada uma
dessas fases estd comprometida, interrompendo e retardando a progresséo
ordenada do processo cicatricial (KUNKEMOELLER; KYRIAKIDES 2017;
PATEL et al., 2019; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; CEN et al., 2022).

O processo normal de cicatrizacao inicia-se com a hemostasia que verifica
a perda de sangue e a invasao de microorganismos na area ferida. Esta fase é
rapidamente seguida e sobreposta por uma fase inflamatoria, reguladas
positivamente por neutrofilos, seguido por macrofagos que removem detritos e
patdégenos juntamente com fatores de crescimento, outras citocinas e células. A
fase proliferativa se sobrepde a fase inflamatoria na qual ocorre a formagéo de
novos tecidos, Novos vasos sanguineos e a construgdo de uma nova matriz para

preencher a area ferida. A fase final de remodelacdo aumenta a resisténcia a
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tracdo da matriz extracelular e reduz o suprimento sanguineo para a area
danificada. O processo de cicatrizacdo é prejudicado principalmente por uma
fase de inflamacgéo prolongada, prejuizos na proliferacdo celular, reducdo na
vascularizacdo, producdo de componentes de MEC como o &cido hialurénico e
inibicdo na ativacdo e proliferacdo de fibroblastos, além da inducdo de
senescéncia (MILAN et al., 2016; ZOU et al., 2021). Esses fatores contribuem
para o retardo no processo de regeneracdo celular, incluindo reepitelizagéo e
formagéao do tecido de granulacdo (NGUYEN et al., 2020). Esse microambiente
conta também com menor oferta de oxigénio, morte e diminuicdo na migracao
dos fibroblastos, degradacéo anormal da matriz e estresse oxidativo (SINGH et
al., 2013, 2015).

O prejuizo a MEC ocorre pelo dano de radicais livres que, embora sejam
importantes nos estagios iniciais da cicatrizacdo, se tornam exacerbados devido
a hiperglicemia e reducédo das defesas antioxidantes. Outro fator importante € a
alta presenca de AGEs que causam alteracdes estruturais nas proteinas da MEC
(BURGESS et al., 2021). Pageon et al., (2015) demonstraram que a MEC glicada
favorece o acumulo de matriz e prejudica a angiogénese, aspectos que sao
caracteristicas do envelhecimento da pele. A presenca de AGEs leva a ativacéo
de seus receptores (receptores de produtos finais de glicacdo avancada, em
inglés RAGE) que, como ja mencionado, causam alteragBes a nivel celular
(BURGESS et al., 2021). No entanto, ainda existem poucos estudos que
abordaram os efeitos da hiperglicemia sobre a migracdo dos fibroblastos, sobre
as propriedades fisicas da MEC e sobre a sua renovacéo, aspectos essenciais

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

1.4 Migragéao celular 2D x 3D

A migragéo pode ser considerada um fendmeno ciclico: comega com uma
resposta das células a um sinal externo que leva a polarizagédo e extensado de
uma protrusdo (lamelipddio ou filopodio) na direcdo do movimento. A formacao
de ades0es focais envolve diversas proteinas como as integrinas (receptores
para proteinas da MEC), que unem a protrusdo ao substrato sobre o qual a célula
esta migrando. Estas adesdes servirdo, em parte, como pontos de tragdo para a
migracado, também iniciando uma sinalizacao que regulara a dinamica da adesao
e a atividade protrusiva. A contragdo move o0 corpo celular para a frente; a
medida que a célula retrai, tem inicio um novo ciclo (SENGUPTA; PARENT;
BEAR, 2022). Obviamente, todo este ciclo depende de modificagbes do
citoesqueleto de actina e tubulina (HORWITZ; WEBB, 2003), que séo reguladas
por GTPases da familia Rho. Essas proteinas atuam entre dois estados
conformacionais: um estado inativo, quando estéo ligadas ao GDP (guanosina
difosfato) e um estado ativo, quando estéo ligadas ao GTP (guanosina trifosfato)
(HODGE; RIDLEY, 2016).

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

tanto das propriedades celulares quanto de caracteristicas bioquimicas e fisicas
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da MEC. Os mecanismos de regulacdo da migracao celular, principalmente de
fibroblastos e células tumorais, tém sido estudados extensivamente em modelos
de cultura 2-D (DOYLE; NAZARI; YAMADA, 2022). No entanto, as discrepancias
entre o comportamento das células em cultura e in vivo tém levado a um nimero
cada vez maior de pesquisadores a utilizar modelos 3-D, que representam
melhor o microambiente tecidual. Os ligantes em modelos 2-D geralmente estédo
distribuidos homogeneamente e em baixas concentra¢des por unidade de area,
enquanto modelos de MEC 3-D consistem de ligantes fibrilares compactados em
graus variados.

Em culturas 3-D, fibroblastos migratorios possuem suporte dorsal e
ventral de MEC, ao invés da polaridade dorso-ventral artificial associada aos
modelos 2-D. Os fibroblastos respondem a sinais quimicos e fisicos presentes
na matriz extracelular circundante, o que apresenta desafios adicionais devido a
presenca de gradientes na matriz, espago restrito e interacdes celulares
complexas. Nesse contexto, as células adquirem uma morfologia polarizada,
com protrusdes de membrana direcionadas ao ambiente circundante. Elas
utilizam uma combinacdo de mecanismos de movimento, como contragao,
protrusdo e adesdo, para se locomoverem eficientemente no espaco
tridimensional. Além disso, o posicionamento e o tamanho do nucleo
representam um desafio fisico interno importante durante a migracdo 3D, ja que
a célula precisa atravessar pequenos poros na matriz extracelular e para isso
regula diversas proteinas, como p. ex. as laminas (ZHU; LIU; GUNDERSEN,
2017; WU; GILKES; WIRTZ, 2018: YAMADA,; SIXT, 2019).

As integrinas geram sinalizacéo diferenciada em resposta a uma matriz 2-
D rigida e simples, ou a uma matriz 3-D, maleavel e complexa (CUKIERMAN;
PANKOV; YAMADA, 2002; GRINNELL, 2003; GRIFFITH; SCHWARTZ, 2006;
YAMADA,; SIXT, 2019). AlteracBes na consisténcia e arquitetura do substrato
afetam a distribuicdo das integrinas, que passam por uma alteracéo
conformacional para o estado ativo. Em conjunto com a miosina 2 e outras
proteinas que compdem as adesdes focais, as células respondem contraindo-se
de acordo com a rigidez da MEC (ZAMAN et al., 2006: DOYLE et al., 2015).
Proteinas de adesao focal como talina e paxilina, por exemplo, séo 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 0s
processos celulares relativos a migracdo sao mais discretos que aqueles ja
descritos em culturas 2-D; no entanto, sob condigbes em que a rigidez do

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

1.5 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sédo pequenos RNAs enddgenos ndo codificantes
com aproximadamente 19-25 nucleotideos de comprimento e estdo localizados
nos éxons ou introns de genes codificadores (RODRIGUEZ et al., 2004). Eles
sdo importantes reguladores negativos da expressdo génica pds-transcricional,
podendo regular mais de 60% dos genes codificadores de proteinas em
humanos (FRIEDMAN et al., 2009).

Foram inicialmente descobertos no nematoide Caenorhabditis elegans
em 1993 (WIGHTMAN; HA; RUVKUN, 1993), e desde entdo vem sendo
descritos novos microRNAs maduros em diversas espécies e mais de 2.500
MIiRNAs foram identificados no genoma humano. A maioria dos miRNAs sao
transcritos pela RNA polimerase Il a partir de longos transcritos primarios
conhecidos como pri-miRNAs. O Pri-miRNA é cortado na molécula precursora
do loop hairpin (pré-miRNAs), com aproximadamente 70 nucleotideos de
comprimento, no ndcleo pela RNase Il nuclear Drosha (LEE et al., 2003). Esta
estrutura hairpin, referida como pré-miRNA, é transportada do nucleo para o
citoplasma através do transportador exportina 5 (LUND et al., 2004), onde é
processado em miRNAs maduros de fita dupla de ~22 nucleotideos de
comprimento por Dicer RNAse Il enzima (KETTING et al.,, 2005). Os pré-
mMiRNAs geralmente contém as sequéncias de varios 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
proteinas Argonauta (PRAT; MACRAE, 2009). O prefixo sem maiuscula “mir-"
refere-se a forma precursora, enquanto “miR-" refere-se a forma madura. O
sufixo -3p ou -3q € usado para denotar de qual extremidade do pré-miRNA o
mMiRNA maduro se origina. Embora alguns miRNAs reprimam um unico alvo, a

maioria exerce seus efeitos como alteragcdes modestas em varios alvos através
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de ligacdes imperfeitas que cumulativamente podem alterar os fendtipos
celulares (BAEK et al., 2008).

A regulacdo génica mediada por miRNAs ocorre por meio de dois
mecanismos principais. Em primeiro lugar, através da represséo da traducao do
RNA mensageiro (RNAm) alvo por miRNAs blogueando o inicio da traducéo e/ou
elongamento (PILLAI et al., 2005, NOTTROTT, SIMARD, RITCHER, 2006). Em
segundo lugar, os miRNAs podem se ligar aos RNAmM, promovendo a
degradacédo do RNA por meio de deadenilacdo acelerada e decapeamento
(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011; IPSARO; JOSHUA-TOR, 2015).

Os miRNAs desempenham papéis criticos em varios processos
fisiolégicos e patoldgicos, devido aos seus padrées de expressao Unicos e sua
capacidade de direcionar numerosos transcritos, muitas vezes no mesmo
processo biologico. Os miRNAs também apresentam perfis de expressao
diferentes, potencialmente regulando a expressdo de muitos genes de uma
maneira tecido-especifica em condigfes fisiologicas e patologicas (CALIN;
CROCE, 2006; YANAIHARA et al., 2006). Eles operam em redes complexas em
gue um RNAm pode ser regulado por varios miRs e um miRNA pode regular
varios alvos (ESQUELA-KERSHER; SLACK, 2006); atuam regulando diversos
mecanismos celulares, tais como diferenciacdo, apoptose, adeséao, proliferacao
e migracao celular, e ainda podem contribuir diretamente no remodelamento da
MEC (YU et al., 2005; CAl et al., 2009; HUANG; HE, 2010). A desregulacéo de
mMiRNAs em estados patolégicos pode ser usada para desenvolver
biomarcadores (WANG; CHEN; SEM, 2015) e fornecer informac¢des sobre a base

fisiopatolégica subjacente da doenca.
1.6 MiRNAs na cicatrizacao de diabéticos

Além das complicacdes ja relatadas, a hiperglicemia altera o perfil e a
acao dos miRNAs e seu papel na regulacéo das diferentes fases da cicatrizacao,
em condi¢fes fisiologicas e patoldgicas como no diabetes (MULHOLLAND;
DUNNE; McCARTHY, 2017; GOODARZI; MANIATI; QUJEQ, 2018; MENG et al.,
2018; SOLIMAN et al., 2018). E importante ressaltar que a resisténcia a insulina,
uma causa subjacente do desenvolvimento de diabetes tipo 2, pode estar

presente muito antes de qualquer alteracdo na glicose circulante ser detectada.
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Isso indica que a hiperinsulinemia pode estar presente mesmo em condi¢des
normais de glicose, provavelmente causando alteracdes significativas no nivel
vascular, muito antes do diagndstico de diabetes. A expressao e a fungédo do
miRNA podem ser alteradas muito antes do diagnostico da hiperglicemia,
causando importantes alteraces no metabolismo desde o estagio inicial do
diabetes (PETKOVIC, 2020).

Existem varias evidéncias que indicam que os miRNAs podem ter efeitos
positivos ou negativos em diferentes aspectos do processo de cicatrizacdo de
feridas. (PATEL et al., 2019; DYKES; ROSS, 2022). De fato, diversos miRs estéo
desregulados durante as diferentes fases da cicatriza¢do cutanea em diabéticos,
alguns deles tendo como alvo componentes da MEC (HONDA et al., 2012;
KASHYIAMA et al., 2012; MOURA; BORSHEIM; CARVALHO, 2014). Liu et al.,
(2015) investigaram a expressdao de miRNAs em roedores com diabetes e
mostraram que 18 miRNAs foram regulados positivamente e 65 miRNAs foram
regulados negativamente em comparac¢ao com grupos controles. Foi observada
a expressao diferencial de 14 miRNAs durante a cicatrizacdo em humanos
diabéticos (MADHYASTHA et al., 2012).

A inibicdo do miR-92a por exemplo, foi capaz de acelerar a angiogénese
e 0 processo cicatricial em diabéticos e ndo diabéticos (GALLANT-BEHN et al.,
2018). J& 0 miR-21 esta reduzido em Ulceras diabéticas, causando reducédo na
migracdo de fibroblastos e queratindcitos para o local da ferida (YANG et al.,
2011).

1.7 Familia dos MiRNAs 29

A familia miR-29 é composta por trés elementos: miR-29a, miR-29b e
miR-29c. Os miR-29b-1 e miR-29b-2 sdo chamados pelo mesmo titulo de miR-
29b, com sequéncias maduras iguais. Os genes miR-29b2 e miR-29c estéo
localizados no cromossomo 1 (1932.2) e os genes miR-29a e miR-29b1 estéo
localizados no cromossomo 7 (7932.3) (KRIEGEL et al., 2012).
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chr7q32

miR-29a — miR-29b-1 — miR-29a: uagcaccaucugaaaucgguua

miR-29b: uagcaccauuugaaaucaguguu

chrlq32

miR-29¢c — miR-29b-2 — miR-29¢: uagcaccauuugaaaucgguua

Figura 3. Membros da familia miR-29 e seus alvos potenciais. Sequéncias maduras

e localizagBes cromossémicas de miR-29s. Fonte: NGUYEN et al., 2022.

A revisdo sistemética de Kwon et al., (2019) mostrou que a ampla
maioria das publicacbes mostram os miRNAs da familia 29 agindo como
supressores de varios tipos de cancer. Entre esses, se destacam canceres
hematoldgicos, gastrointestinais e de mama. Os miRNAs 29 atuam em diversas
funcdes celulares como no metabolismo oncogénico, proliferagdo celular,
apoptose, fibrose, angiogénese, imunomodulagdo, transicdo epitélio-
mesenquimal e metastase. Esses miIRNAs também sdo biomarcadores de

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

Os miRNAs da familia 29 ja foram demonstrados como reguladores chave
de fibrose nos rins, coracgéo, figado, pulméo e pele (CUSHING et al., 2011; HE
et al., 2013; McMULLEN; HARMANCI et al., 2017; MCMULLEN; BERNARDO,
2018). Em vérios desses tecidos propensos a fibrose, esses miRNAs regulam
uma série de funcdes celulares como apoptose, proliferacdo, diferenciacao,
producdo e secrecao de proteinas da MEC. Esses processos também estdo
presentes nas etapas da cicatrizacdo de feridas, e isso aponta os miRNAS da
familia 29 como potenciais alvos na modulagdo da cicatrizacdo de feridas,
principalmente em suas fases finais. O miR-29b, por exemplo, é um potente
repressor pos-transcricional de colageno | em fibroblastos da pele, e sua
desregulacéo pode estar implicada no processo cicatricial (HARMANCI et al.,
2017). O miR-29b atua diretamente sobre a expresséao de genes para MEC como
fibronectina, colagenos | e lll (LIU et al., 2010; CUSHING et al., 2011) e esta
reduzido em diabéticos durante a cicatrizagdo (MOURA; B@RSHEIM;
CARVALHO, 2014). A aplicacdo topica deste miRNA aumentou a razdo
colageno I/l e a atividade de MMP-8, favorecendo a progressao correta da
cicatrizacdo (MONAGHAN et al., 2014). Os miR-29b e o miR-29c foram

sugeridos como mediadores-chave na mudanca fenotipica na cicatrizagdo
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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 producédo de MEC (VAN ROOIJ et
al., 2008). Tanto o TGF-, que atua como anti-fibrético na pele, quanto proteinas
SMADs (sinalizadoras na via de TGF-B), envolvidas nas vias de cicatrizagao, sao
alvos de miR-29b e miR-29¢ (MULHOLLAND, DUNNE, McCARTHY 2017).

Estudos indicam que a regulacdo de miRNAs da familia miR-29 (a, b, c)
ocorre tanto pela glicose elevada quanto pelos niveis de insulina e citocinas
inflamatérias em modelos de diabetes, relacionando-os com complicacdes
variadas, como por exemplo a sobrevivéncia e funcdo de cardiomidcitos
(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 a glicose elevada (MONTEIRO, 2017).
Neste mesmo tecido, ja foi demonstrado que miRNAs da familia 29 regulam a
sintese de MEC (CHEN et al., 2015).

A familia de miRNAs 29 desempenha um papel crucial na inibicdo da
migragdo em varios tipos de cancer como carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco, adenocarcinoma, cancer pancreético e hepético. Foi mostrado que a
reducdo desses miRNAs esta associada a uma maior capacidade migratoéria e
invasividade celular, enquanto o aumento da expressao destes miRNAs resultou
na reducdo 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 proteinas da MEC, HSP47 e subunidade 1 de integrinas. Esses
mMiRNAs, se aumentados em resposta a glicose elevada, podem estar

relacionados com a menor migracao dos fibroblastos.

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

alvos relacionados a migracéo celular e MEC para o miR-29a (colagenos Il, lll,
IV, VI, VII, VIII, XVI, XIX, XXI, hialuronan sintase 2 e 3, fibronectina, fibrilina 2,
TIMP2, MMP 2, integrinas 31, a6 e a1, Rho BTB 1 e 3, Cdc42, WASP 1, radixina,
Rac2, TIAM-1, ROCK-1, RhoA), miR-29b (colagenos I, IllI, IV, XV, fibronectina,
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MMP2, hialuronan sintase 3, CD44, fibrilina 1, Rho A, PTEN, VEGF) e miR-29¢c

(colagenos |, lll, hialuronan sintase 3, integrinas 1, a6 e a11).

De acordo com as informacgOes apresentadas, consideramos relevante
avaliar o potencial efeito da glicose elevada sobre a expressdo de miRNAs da
familia 29 em fibroblastos dérmicos humanos, assim como seu papel na
migragdo dessas células em matrizes de colageno do tipo I, muito abundante na
pele. Apesar dos efeitos da glicose elevada sobre a migracdo celular ser um
tema de estudo do nosso grupo ha alguns anos, células de diferentes origens
podem responder de maneiras diferentes a glicose. Por esta razao,
consideramos também importante caracterizar a migracdo destes fibroblastos

em diferentes matrizes de colageno.
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6 CONCLUSAO

De acordo com o0s objetivos propostos inicialmente e com base nos

resultados obtidos, concluimos que:

- A concentracgéo elevada de glicose (30 mM) reduz a migracgéo de fibroblastos
derivados da derme humana em matrizes constituidas por colageno tipo I, na
presenca de estimulos quimiotaticos. Na migracédo espontanea dessas células,
tanto em ambientes 2-D quanto 3-D, a velocidade e direcionalidade celulares

nao foram alteradas, apesar de um aumento da adeséo celular ao colageno |.

- A concentracdo elevada de glicose (30 mM) aumenta a expressédo do
microRNAs miR-29c-3p em fibroblastos derivados da derme humana, sem

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

- O miR-29c¢-3p reduz a migracéao direcional de fibroblastos derivados da derme
humana em matrizes constituidas por colageno tipo I, na presenca de estimulos
guimiotéaticos. Na migracdo espontanea dessas células, tanto em ambientes 2-D
guanto 3-D, a velocidade e direcionalidade celulares foram reduzidas pelo miR-
29c-3p, acompanhadas de um aumento da adesao celular ao colageno | e

reducdo da expressao proteica da subunidade 31 de integrinas.

- E possivel que os efeitos da glicose elevada sobre a migracéo de fibroblastos
dérmicos humanos sejam, pelo menos parcialmente, devidos a elevacdo da

expresséo de miR-29c-3p.
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