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RESUMO

Em individuos com diabetes mellitus (DM) o reparo tecidual cutédneo atrasado
representa um desafio para o sistema de saude. Evidéncias recentes mostram o
potencial da fotobiomodulagao (PBM, do inglés, photobiomodulation) em induzir
a diferenciagao de células-tronco em multiplos tecidos. Os pericitos sao células-
tronco perivasculares com ampla plasticidade, podendo ser considerados alvos
potenciais para a PBM durante o reparo tecidual. Assim, o objetivo deste estudo
foi investigar o efeito da PBM na modulagéo de células indiferenciadas em
feridas de camundongos em condigéo sistémica analoga ao DM tipo-Il. Trata-se
de um estudo in vivo (CEUA#62/2019) utilizando camundongos transgénicos
diabéticos induzidos artificialmente e com marcagao enddégena para pericitos
(NG2+/DsRed+; Nestina+/GFP+ & NG2+/DsRed+) e células mesenquimais
indiferenciadas (Nestina+/GFP+). Foram realizadas bilateralmente feridas no
dorso dos camundongos, e as mesmas foram submetidas ou ndo a PBM e
avaliadas nos tempos experimentais 1, 3 e 7 dias. O reparo tecidual foi
acompanhado por morfometria, avaliacdo de fluxo sanguineo, analises
histolégicas nos tempos 1, 3 e 7 dias, além de identificagdo dos pericitos por
microscopia confocal ao final de 3 e 7 dias. Os dados obtidos foram submetidos
a andlise estatistica. As analises morfométricas e histolégicas mostraram maior
efeito de reparo nas feridas submetidas a PBM, onde a média de area
remanescente apos 1 de PBM foi 73% da medida de area total inicial no grupo
PBM e 86,21% no controle (p=0,0257); aos 3 dias, foram 66,98% e 87,49%
respectivamente (p=0,026) e aos 7 dias, 25,54% no grupo PBM e 39,43% no
controle (p<0,05). A perfusdo sanguinea foi maior nas areas das feridas quando
comparadas a pele integra, no entanto, nao foram observadas diferengas entre
as feridas submetidas ou ndo a PBM. Por outro lado, foram observadas nestas
(PBM), maiores quantidades de células mesenquimais indiferenciadas
(Nestina+/GFP+) e de pericitos tipo-I (NG2+/DsRed+) apés 7 dias. A utilizacao
de PBM em processos de reparo tecidual em modelo diabético de feridas
demostraram resultados significativos tanto clinicos com a nivel celular,
envolvendo em grande parte as células mesenquimais (nestina+/GFP+) e
pericitos (NG2+/DsRed+). Conhecer os mecanismos celulares de agao da PBM
em feridas de modelo diabético permite controlar esse processo, além de
explorar essa técnica e abrir caminhos para investigagcao de outras ferramentas
e protocolos uteis para o tratamento de feridas nestes individuos afetados.

Palavras-chaves: Pericitos. Regeneracao tecidual em feridas. Reparo tecidual.
Diabetes mellitus. Fotobiomodulacio. Laser.



ABSTRACT

Investigation of pericytes under effect of photobiomodulation in tissue

repair of diabetic murine mice

In individuals with diabetes mellitus (DM) delayed cutaneous tissue repair
represents a challenge for the health system. Recent evidence shows the
potential of photobiomodulation (PBM) to induce stem cell differentiation in
multiple tissues. Pericytes, in turn, are perivascular stem cells with wide plasticity
and can be considered potential targets for PBM during tissue repair. The
objective of this study was to investigate the role of PBM in stem cell modulation
in wounds of mice under systemic condition analogous to type-ll DM. This is an
in vivo study (Ethical protocol: CEUA#62/2019) using artificially induced
transgenic diabetic mice with endogenous labeling for pericytes (NG2+/DsRed+;
Nestin+/GFP+ & NG2+/DsRed+) and undifferentiated mesenchymal cells
(Nestin+/GFP+). Wounds on the mice's back were bilaterally performed, and then
submitted or not to laser therapy and evaluated at experimental times 1, 3 and 7
days. Tissue repair was followed by periodic measurements of wound diameter,
blood flow assessment, histological analysis and screening of pericytes by
confocal microscopy at the end of each experimental time. The data obtained
were submitted to statistical analysis. The histologic and morphometric analysis
showed a greater repair effect in wounds submitted to PBM, where the average
area remaining after 1 day of laser application was 73% of the initial total area
measurement in the PBM group, and 86.21% in the control (p= 0.0257); at 3 days,
they were 66.98% and 87.49% respectively (p= 0. 026), and at 7 days, 25.54%
in the PBM group and 39.43% in the control (p<0.05). Blood perfusion was
greater in wound areas when compared to intact skin, however, no statistical
differences were observed between wounds submitted or not to PBM. On the
other hand, larger amounts of undifferentiated mesenchymal cells
(Nestin+/GFP+) and type-l pericytes (NG2+/DsRed+) were observed in these
wounds after 7 days. The use of PBM in tissue repair processes in a diabetic
wound healing model showed significant clinical and cellular results, involving
mostly mesenchymal cells (nestin+/GFP+) and pericytes (NG2+/DsRed+).
Knowing the cellular mechanisms of action of PBM in wounds of diabetic, allows
better management of the therapy, also it opens paths for the investigation of
other tools and protocols useful for the treatment of wounds in DM individuals.

Keywords: Pericytes. Tissue regeneration in wounds. Tissue repair. Diabetes
mellitus. Photobiomodulation. Laser.
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1 INTRODUGAO

O Diabetes mellitus (DM), ou diabetes, representa um desafio a saude
publica. Desde 1980, o numero de pessoas afetadas aumentou
consideravelmente, passando de 108 milhdes para 422 milhdes, e cerca de 1,6
milhdes de mortes foram causadas diretamente por essa doenca (WHO, 2019a).
Dificuldade no reparo tecidual em feridas ou loja cirurgica € um problema comum
em pacientes diabéticos, especificamente no DM tipo Il, devido a alteragdes
metabdlicas sistémicas crénicas com efeito direto na fisiologia tecidual de reparo,
consequentes principalmente de um processo crénico de hiperglicemia (WHO,
2019a).

O DM mal controlado também agrava o risco de complicagdes debilitantes,
como cegueira, insuficiéncia renal, doengas cardiacas, derrames e amputag¢des
(FU et al., 2019; WHO, 2019b). Além disso, os altos custos dos tratamentos
relacionadas a deficiéncia no reparo tecidual aumentam a importancia dos
estudos em busca de terapias capazes de interagir com o tecido lesionado, tendo
por objetivo corrigir o processo de reparo tecidual deficiente. Dados do CDC (do
inglés, Center for Disease Control and Prevention) informam que 15,5% da
populagdo mundial com idade superior a 30 anos € composta de diabéticos, dos
quais cerca de 15% desenvolvem ulceras de dificil cicatrizagdo ao longo da vida.
Assim, 6% das internagdes hospitalares relacionadas aos diabéticos sao
consequéncia direta dessas ulceras. Esses casos geram para os sistemas de
salde custo extra que varia de U$ 8.000 a U$ 12.000/paciente. Além disso,
segundo a IDF (do inglés, Internacional Diabetes Federation), estima-se que
10% das despesas globais de saude sdo gastos com a doencga, e que em 2045,
0 numero de pessoas com diabetes aumentara em 62% na América do Sul e
Central. No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), no ultimo
levantamento realizado em 2017, estimou a existéncia de 12,5 milhdes de
pessoas diagnosticadas com DM, sendo o quarto pais com o maior numero de
individuos com a doenga. No entanto, é o sexto pais do mundo em gastos com
diabetes, e quando se considera o gasto por pessoa, o Brasil nao se estabelece
entre os 10 paises que tem maior investimento médio por individuo com
diabetes. Os gastos em saude decorrentes do DM totalizam 29.3 bilhdes de reais

e estima-se que tendem a aumentar em 30% até 2045. Diante disso, estudos
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tém sido realizados para melhorar a qualidade de vida desta parcela da
populagdo portadora do DM, principalmente voltados a compreender as
alteragbes metabdlicas que desregulam o reparo tecidual, na perspectiva de
controlar e otimizar este processo (LIU et al., 2020; LWIN et al., 2020;
YUDOVSKY et al., 2011). Além disso, para conhecer melhor o efeito das terapias
ja existentes, como a fotobiomodulagao (PBM, do inglés, photobiomodulation),
na perspectiva de melhorias no tratamento e minimizagao dos gastos com esta
doenga.

Na Odontologia, pacientes n&o-diagnosticados ou com diabetes
descompensado, quando submetidos a procedimentos cirurgicos podem
apresentar atraso no reparo tecidual e maior risco de infeccbes secundarias
(NADER et al., 2006). Desta forma, entender o mecanismo de reparo tecidual e
meios de acelerar este processo em individuos com DM se apresenta como uma
estratégia para melhoria da qualidade de vida e otimizagao do orgamento publico
em saude. Nesse sentido, a PBM que ja é uma tecnologia auxiliar na
recuperacao dos pacientes, precisa ser melhor consolidada.

Apesar das inumeras constatacbes sobre os efeitos terapéuticos da
fotobiomodulacéao a laser (FBL) ou PBM, reportadas na literatura, a mesma ainda
aparece como ciéncia altamente especulativa, especialmente devido a grande
quantidade de evidéncias incompletas ou contraditorias em relagdao ao assunto
(OYEBODE, HOURELD, ABRAHAMSE, 2021).

E possivel que a PBM, por seus principios, consiga compensar
consideravel parte das limitagdes fisioldgicas decorrentes do diabetes, no que
diz respeito ao processo de reparo tecidual. Neste sentido, nossa hipotese é que
os pericitos participam no reparo tecidual e podem ser alvos diretos da PBM em
feridas de individuos diabéticos. Assim, compreender melhor o processo de
reparo tecidual, assim como o papel da PBM no estimulo e recrutamento dos
pericitos em modelo animal diabético se faz necessario, na construcdo de
evidéncias cientificas mais solidas a respeito desta terapia, desta forma

contribuindo para sua melhor utilizagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus (DM)

Os primeiros registros que se tem do DM foram documentado pelos
egipcios, como uma doenga caracterizada por perda de peso e poliuria. No
entanto, foi o médico grego Aertaeus que a denominou pelo termo diabetes
mellitus. Que etimologicamente em grego, diabetes significa "passar”, e mellitus,
palavra oriunda do latim que significa “mel”, referindo-se portanto a condi¢céo do
individuo afetado, que é caracterizada principalmente por um estado de “excesso
de agucar no corpo” (SAPRA, BHANDARI, 2021).

Com o avang¢o da industrializagdo no mundo, acompanhado pelo
aumento no numero dos casos de obesidade, o diabetes se manifestou como
uma epidemia global e pesquisas recentes prevéem um aumento na prevaléncia
do diabetes em adultos de 4% em 1995 para 6,4% até o ano de 2025. Estima-
se também que os paises mais afetados por esta epidemia em 2025 ser&o india,
China e Estados Unidos (KHAN et al., 2020). Outro dado, € que ainda hoje
estima-se a existéncia de uma grande populagao, em torno de 50%, de pacientes
sem diagndstico ou em condigao pré-diabética (KHAN et al., 2020).

A mudancga na taxa de expectativa de vida e a falta de melhorias nos
cuidados com a saude, sdo em parte responsaveis pelo aumento surpreendente
na incidéncia do DM, principalmente nas areas urbanas. Consequentemente, os
paises em todo o mundo enfrentardo um aumento significativo na demanda de
cuidados de saude, uma vez que os pacientes com diabetes estdo sujeitos a
complicagbes de curto e longo prazo (KHAN et al., 2020). Neste sentido, o
diabetes € um problema de saude relevante, responsavel por milhares de mortes

anualmente.

2.1.1 Fisiopatologia do diabetes mellitus

No corpo humano, ha varios sistemas e vias que funcionam em
sincronia para produzir e manter um estado fisiolégico saudavel, uma condig&o
de equilibrio denominada homeostase. Qualquer evento desregulador da

homeostase pode levar ao desenvolvimento de uma lesédo ou estado patoldgico
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no organismo. O DM reduz a capacidade de um individuo de regular o nivel de
glicose na corrente sanguinea, resultando em uma série de complicagbes
secundarias (SAPRA, BHANDARI, 2021).

A regulacéo dos niveis de glicose no sangue é baseada em um ciclo de
feedback negativo e atua por meio da liberagdo de insulina e glucagon. Quando
0os niveis de glicose no sangue estdo altos, as células B das ilhotas de
Langerhans no pancreas sao acionadas para liberar insulina, um polipeptideo de
51 aminoacidos que é composto por duas cadeias (A e B) conectadas via pontes
dissulfeto. A insulina é sintetizada a partir da pré-insulina pelas pré-horménios
convertases (PC | e PC2) e pela exo-protease carboxipeptidase. Como produto
da agao dessas enzimas, tem-se insulina e o peptideo C (GUTHRIE, GUTHRIE,
2004).

A insulina se liga ao receptor de insulina tirosina quinase, que é
composto de duas subunidades a (extracelular) e duas subunidades f
(intramembrana) ligadas por ligagdes dissulfeto. A ligacdo da insulina a tirosina
quinase promove a autofosforilagdo. A insulina sinaliza ao figado para converter
0 excesso de glicose em glicogénio para armazenamento; também ativa outras
células do corpo (células do musculo adiposo/esquelético) para absorver mais
glicose pela translocacao do transportador de glicose (GLUT4) para a superficie
celular. Isso ajuda a equilibrar as concentragdes de glicose circulante para niveis
normais (KHORAMI et al., 2015). Quando a concentragao de glicose no sangue
€ baixa, as células a do pancreas sao estimuladas a liberar glucagon. O glucagon
sinaliza ao figado para converter o glicogénio armazenado em glicose, que €

liberada no sangue para atingir a homeostase (KHORAMI et al., 2015) (Fig. 1A)

No diabetes, ha uma alteragdo na sintese ou secregao de insulina,
conforme observado no DM tipo | e estenose no ducto pancreatico, ou o
desenvolvimento de resisténcia a insulina ou sua produ¢cado subnormal como no
caso do DM tipo Il e alguns diabetes secundarios (Fig. 1B) (KHORAMI et al.,
2015).
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Figura 1- Mecanismo celular de controle da glicose na circulagdo sanguinea.
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Legenda: A) Mecanismo celular de controle da glicose na circulagdo sanguinea;
B) Alteragcbes metabdlicas na via da insulina resultam em hiperglicemia e podem
resultar em disfuncao endotelial, afetando a comunicacéo endotélio/ pericitos.

Fonte: proprio autor.
2.2 Reparo tecidual
As feridas se desenvolvem como consequéncia de danos teciduais ,

geralmente causadas por injuria, corte ou qualquer outro artificio mecanico que

possa danificar a integridade tecidual. Apds a lesao, inicia-se um processo
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coordenado para o reparo, normalmente regulado por fatores de crescimento e
sinalizagao estimulada por citocinas (BIELEFELD, AMINI-NIK, ALMAN, 2013).
No decorrer da cicatrizagao de feridas, fatores de crescimento/ citocinas
orquestram a sinalizacéo inter e intracelular para proliferagao, diferenciacao,
migragao celular e sintese de proteinas. Em circunstancias normais, este
processo resulta em um reparo previsivel da forma e fungao estrutural do tecido,
onde as células incluindo fibroblastos, plaquetas, células imunoldgicas,
queratinocitos e células endoteliais microvasculares juntamente com células
tronco perivasculares (pericitos) — que possuem papel essencial na na
angiogénese - desempenham um papel significativo (DEMIDOVA-RICE,
HAMBLI, HERMAN, 2012). Imediatamente apds a ocrroéncia da lesdo, uma
rapida reagdo imunoldgica, acumulo de matriz extracelular (ECM) e
coordenacao de todos os mecanismos celulares da epiderme sdo acionados
para restaurar a homeostase do tecido local. O reparo de feridas € dividido em
quatro fases principais: hemostasia, inflamacgao, proliferacdo e remodelacéo.
Para que este processo seja concluido, € necessario coordenagao eficaz entre
eventos moleculares, celulares, fisicos entre as células hematopoéticas,
imunoldgicas e locais da pele (SUN, SIPRASHVILI, KHAVARI, 2014). No
entanto, este processo pode ser comprometido ou desequilibrado quando na
presenca de doengas sistémicas coexistentes, incluindo DM (CASTILHO,
SQUARIZE, GUTKIND, 2013). Feridas que falharam no progresso através das
fases normais de reparo, podem assumir um carater cronico e muitas vezes
parecem estagnar na fase inflamatéria (FRYKBERG, BANKS, 2015).

O surgimento de uma ferida em um organismo desencadeia uma
cascata de reagdes celulares e bioquimicas com objetivo de reparar o tecido
lesionado, mas em pacientes diabéticos ndo-diagnosticados ou ndo-controlados,
este reparo é lentificado (BREM et al., 2007). Varios mecanismos s&o apontados
como fatores importantes na diminuicdo do processo de reparo tecidual em
diabéticos, dentre eles, a produgéo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio
(do inglés, Reactive Oxygen Species - ROS), diminuicdo do Oxido Nitrico (do
inglés, Nitric Oxide - NO), diminui¢cao da reposta aos Fatores de Crescimento (do
inglés, Growth Factors - GFs) e das proteinas da via de sinalizagdo da insulina
(BREM et al., 2007; KOLLURU et al., 2012). A presencga da disfungao endotelial,

caracterizada pela incapacidade dos vasos em desempenhar suas funcdes na



22

regulagdo do tbnus vascular em resposta a um estimulo, leva a um
microambiente tecidual isquémico, representando um evento de grande impacto
na resposta tecidual a injuria. Esta disfungéo esta associada com a diminui¢cao
da biodisponibilidade do NO, pela diminuigdo da producédo de NO pelo endotélio
e/ou aumentada inativagédo do NO por ativagdo de ROS (KANETO et al., 2010).
A excessiva producédo de ROS em pacientes diabéticos € um fator primario que
contribui para deficiéncias de cicatrizagcao de feridas. Ja foi demonstrado que a
cicatrizacédo de feridas e a angiogénese séo prejudicadas pela redugcdo de NO
dependente de NOS-induzivel (do inglés, inducible Nitric Oxide Synthase -
iINOS), que também interfere na expressao de GFs (KANETO et al., 2010). Além
disso, é também descrita a diminuigdo da expressao do Fator de Crescimento
Transformador B1 (do inglés, Transforming Growth Factor B1;, TGFB1), um
potente modulador da atividade da colagenase e da secregcdo de Inibidores
Teciduais da Metaloproteinases (do inglés, Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases - TIMPs).

O estudo de células-tronco no processo de reparo tecidual pds-injuria
tem sido investigado (GAN et al., 2010; LEI et al., 2018). Na ultima década,
numerosos estudos estabeleceram o potencial de pericitos na diferenciacdo em
varios tipos celulares e o consenso sustenta que sao células com alta
plasticidade (BIRBRAIR et al., 2017, 2013). Devido a sua localizagédo
perivascular e compartilhamento de marcadores de indiferenciagao similares as
células-tronco mesenquimais (MSCs, do inglés, Mesenchymal Stem Cells), os
pericitos tém sido reconhecidos como verdadeiras células-tronco pela sua ampla
plasticidade e distribuicdo no organismo. O recrutamento de células-tronco para
areas de reparo tecidual, o qual normalmente acontece de forma fisiolégica
durante a neoformacao vascular, € uma etapa fundamental neste processo
(GUTHRIE, GUTHRIE, 2004). Ja se tem observado que os pericitos sao células
de grande importancia neste evento, no entanto, em individuos diabéticos, tem
se relatado a condicdo de hiperglicemia como causa direta de disfungéo
endotelial e perda de pericitos, afetando diretamente o reparo tecidual
(BANARJEE et al., 2018; WIMMER et al., 2019). Nesse sentido, na literatura
tem-se procurado alternativas de compensagao ou melhorias neste processo.

A fotobiomodulagdo (PBM, do inglés, photobiomodulation), tem sido

utilizada em saude para diferentes finalidades, dentre elas, para acelerar o
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processo de reparo tecidual cutdneo ou em mucosas. Apesar de amplamente
utilizada e ter demonstrado efeitos significativos, ainda é necessario se conhecer
melhor os mecanismos moleculares e efeitos celulares resultantes da acao desta
ferramenta. Evidéncias recentes de que a PBM seja capaz de controlar
processos inflamatérios e imunoldgicos, recrutar e induzir a diferenciagdo de
células-tronco em multiplos tecidos tem contribuido para que essa terapia seja
reconhecida como importante coadjuvante no reparo tecidual (do VALLE et al.,
2020). Ha, inclusive, estudos que apontam que os pericitos podem ser alvos da
fotobiomodulacdo (MEDRADO et al., 2008, 2010; do VALLE et al., 2020).

No estudo de do Valle et al. (2020) utilizando o mesmo modelo
experimental de ferida e linhagem de camundongos (Nestina+GFP+/
&NG2+/DsRed*) saudaveis (n&do-diabéticos), verificou que pericitos e células
mesenquimais indiferenciadas acumularam-se na regido epidérmica da ferida
sob estimulo da PBM (do VALLE et al., 2020). No entanto, ainda n&o esta claro,
se ha uma ativagao direta desses pericitos/ células indiferenciadas, pela PBM,
ou se o acumulo dessas células é devido a extensiva rede vascular na regido
injuriada, resultante de um estimulo a angiogénese induzida pela terapia. Além
disso, ndo se conhece o comportamento dessas células em organismos
sistemicamente afetados pelo DM.

Apesar do conhecimento prévio que se tem sobre os efeitos clinicos da PBM no
reparo tecidual em modelos saudaveis (ndo-diabéticos), e saber que a terapia
da PBM ja tem mostrado resultados promissores também em individuos
sistemicamente acometidos pelo DM, ainda se conhece pouco sobre os eventos
celulares desta terapia sob feridas neste grupo de individuos, que por sua vez
possui uma série de alteracbes metabdlicas, tornando este evento ainda mais
complexo. Além disso, a falta de um bom modelo experimental (diabético tipo I1)
para compreensao detalhada dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nesse processo dificulta o desenvolvimento de tratamentos mais

eficazes e direcionados.

2.3 Pericitos

Na ultima década, estudos tém reconhecido o potencial de pericitos os

como células com alta plasticidade (BIRBRAIR et al., 2017). Os pericitos séo
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células perivasculares, que compartilham a membrana basal junto com células
endoteliais (ARMULIK et al., 2011; BIRBRAIR et al., 2015). Entretanto, a origem
exata dos pericitos € uma questao central na biologia do desenvolvimento. Os
estudos de rastreamento de linhagem indicam que os pericitos na regiao cefalica
sdo de origem neuroectodérmica (SIMON et al., 2012). Na maioria dos outros
orgaos, os pericitos derivam do mesoderma (ASAHINA et al., 2011). De fato,
essas células mostram-se heterogéneas em relagdo a sua origem, mesmo
dentro do mesmo tecido (ARMULIK et al., 2011; PRAZERES et al., 2017).

Além de estabilizar fisicamente os vasos sanguineos, os pericitos
contribuem para sua arquitetura normal; para o desenvolvimento vascular, na
maturacdo e remodelacdo; e também regulam a permeabilidade e o fluxo
sanguineo (PALLONE et al., 2003). Podem ainda afetar a coagulagéo do sangue
(BOUCHARD et al., 1997; FISHER, 2009) e desempenhar papel na funcao
imunologica ao regularem a ativagdo de linfocitos (FABRY et al.,, 1993;
VERBEEK et al.,, 1995). Nesse sentido, desempenham fung¢des de grande
importancia no reparo tecidual.

Séao células com capacidade de diferenciagcdo miogénica, adipogénica,
angiogénica e neurogénica (BIRBRAIR et al., 2015). De fato, as tdo estudadas
MSCs, seriam, na verdade, células que compde o estroma adjacente a vasos
sanguineos que um dia foram identificadas como pericitos. Da mesma forma,
Células-tronco Progenitoras Hematopoiéticas (do inglés, Hematopoietic Stem
Cells- HSCs) seriam, na verdade, derivadas de pericitos (BIRBRAIR et al., 2015;
BIRBRAIR et al., 2017; BORGES et al., 2017). E possivel conforme apontam os
estudos, que os pericitos sejam importantes alvos da PBM devido sua incrivel
versatilidade (MEDRADO et al., 2008, 2010; do VALLE et al., 2020).

2.4 Fotobiomodulagao (PBM)

Uma reagao fotobioldgica envolve a absorg¢ao de luz em um comprimento
de onda especifico por uma molécula fotorreceptora (fotoaceptora) nativa (KARU
et al,, 1999). Esse é o caso do citocromo c oxidase (cit-c) — uma porfirina
enddégena — e de algumas flavinas (ex: nicotinamida adenina dinucleotideo
desidrogenase ligada com hidrogénio - NADH) presentes em organelas

citoplasmaticas de células eucariontes (GAO, XING, 2009). Quando excitada, a
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cit-c prové maior taxa de bombeamento de protons de hidrogénio para o espago
interno mitocondrial (PASTORE et al., 1992). Parte dessa energia liberada é
usada para gerar um gradiente de prétons que € entdo utilizado para a sintese
de ATP (Adenosina- 5'-trifosfato). Por fim, o aumento na producdo de ROS em
decorréncia do maior numero de ciclos respiratérios atua em sinergia com niveis
aumentados de ATP para o desencadeamento de eventos celulares importantes.
Contudo, o balanco dos niveis de radicais livres dentro das células é critico e
compde um intricado sistema regulatorio (PASTORE et al., 1992). Dessa forma,
niveis muito aumentados de ROS, ndao compensados pelas enzimas
antioxidantes teciduais, podem gerar efeitos inibitérios pelo PBM.

Os efeitos da PBM por radiagdo vermelha ou infravermelha também
podem estar diretamente relacionados a alteragdes conformacionais em fatores
de crescimento como TGFB1. Em decorréncia da producao controlada de ROS,
ha evidéncia de que morfogenes importantes possam eventualmente ser ligados
ou desligados por meio da PBM. Em 2007, Arany et al. reportaram a habilidade
da PBM em ativar TGF em processos cicatriciais de feridas. TGF[3s sao uma
superfamilia de fatores de crescimento, na qual incluem-se as BMPs (do inglés,
Bone Morphogenetic Proteins), conhecidas por modularem a pluripoténcia e
diferenciacao de células-tronco (MULLEN et al., 2011; Xl et al., 2011).

Em 2014, uma publicagdo no periédico Science Translational Medicine
colocou em destaque os efeitos da fotobiomodulagdo na regeneragéo dos
tecidos dentariso (ARANY et al.,, 2012, 2014). Os resultados deste estudo
indicamram que, por meio da produgao de radicais livres de oxigénio, a PBM
pode ativar TGFB1 enddgeno que, por sua vez, é capaz de mediar a
diferenciacdo de células-tronco do hospedeiro para promover regeneragao
tecidual dentaria. Além disso, o TGF € um importante citocina anti-inflamatéria
capaz de modular a influéncia de células imunoldgicas na regeneragao tecidual.
O estudo de Arany e colaboradores de 2014 é o mais importante no campo da
PBM por demonstrar que a PBM pode ser estimulo singular a regeneragao de
dentina terciaria por meio de cell homing, ou seja, utilizando apenas células-
tronco residuais do hospedeiro. Nossa linha de pesquisa vem sendo
desenvolvida nesse sentido ja ha alguns anos e, recentemente, também

observamos in vitro e in vivo a capacidade regenerativa da PBM utilizando
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apenas homing ou células-tronco transplantadas (MOREIRA et al., 2017; DINIZ
etal., 2018).

O aumento nos niveis de H202 decorrentes da PBM também pode ativar
fatores de transcricao sensiveis a variagdo nos estados redox, com o NF-kB (do
inglés, Nuclear Factor k B) (D’ANGIO, FINKELSTEIN, 2000). Chen et al. (2012)
demonstraram que baixos niveis de irradiagédo (0.903; 3 ou 30 J/cm?) na regido
de frequéncia de onda proxima ao vermelho, podem ativar NF-kB em fibroblastos
embrionarios de camundongos. A ativagdo € mediada por ROS e inibida na
presenga de acido ascérbico (antioxidante). Tanto a PBM como inibidores
mitocondriais — bloqueadores do fluxo normal de elétrons — produzem ROS e
ativam NF-kB, mas a PBM aumenta os niveis de ATP, enquanto os inibidores
reduzem a producado de energia. O NF-kB, por sua vez, é capaz de regular a
expressdo de multiplos genes (WANG et al., 2002) e ainda governar fungdes
celulares relacionadas a inflamacdo e a produgdo de proteinas ligadas a
proliferagdo, migracdo e aumento na sintese de colageno, ou respostas
induzidas por estresse (CAMPBELL, PERKINS, 2006). Curiosamente, a ativagao
de NF-kB verificada no estudo de Campbell & Perkins (2006) é de cunho pro-
inflamatorio, enquanto alguns estudos reportam que a PBM tem acéao
antiinflamatoéria (MAFRA de LIMA et al., 2009; WU et al., 2013). Os autores
discutem que a inducao de o6xido nitrico sintase ou produgao de eicosandides
podem ser eventos secundarios (mediatos) da estimulagédo pro-inflamatoéria da
terapia levando a cessagdao da inflamagdo (HOURELD et al.,, 2010).
Recentemente, estudos tém apontado o carater ambiguo da PBM, que pode se
comportar tanto de forma pré-inflamatéria como anti-inflamatéria, dependendo
da densidade de energia aplicada (HAMBLIN, 2017; LI et al., 2020). De fato, as
condicbes experimentais e o intervalo de observacao dos efeitos da PBM
parecem ser criticos na determinagao dos efeitos imediatos e mediatos da
terapia.

Em sintese, apos a PBM, sao observados aumentos na proliferagcao e
migragao celular, sintese de DNA e RNA — por exemplo, com produgdo de
proteinas constituintes da matriz celular (fibronectina e colageno) — propriedades
imunomodulatérias melhoradas, angiogénese, efeitos neurotréficos, entre outros
(CHALAZONITIS et al., 1992; DAMANTE et al., 2009; EDUARDO et al., 2008;
GARAVELLO et al., 2004; LETTERIO, 2000; MILORO e REPASKY, 2000;
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MOREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2002; POURREAU-SCHNEIDER et al.,
1990; SOUIL et al., 2001; SOUSA et al., 2009; TADAKUMA, 1993;). Esses
efeitos podem ser particularmente importantes na cicatrizagcao de feridas sob
condigado de DM, que devido ao excesso de glicose na circulagdo sanguinea, por
producdo inexistente ou ineficiente da insulina -horménio responsavel pela
entrada de glicose nas células-, ha formagao de advanced glycation end-
products (AGEs). Esses produtos afetam diretamente os fatores de crescimento,
fibras e células relacionados a cicatrizagdo e se ligam as células de defesa,
dificultando a resposta imunolégica do individuo frente as infec¢gées (ROVAI et
al., 2016). Além disso, promovem disfun¢ao endotelial e perda da comunicacéo
entre células endoteliais e pericitos (BANARJEE et al., 2018; WIMMER et al.,
2019), evento de grande impacto no sucesso do reparo tecidual em diabéticos.
Diante disso, hipotetiza-se que a PBM poderia agir sobre os pericitos e
células mesequimais indiferenciadas (Nestina+/GFP+) promovendo o
recrutamento e otimizando o reparo tecidual em feridas de camundongos

diabéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da PBM no recrutamento de pericitos em feridas

realizadas em modelo murino sob condig&o sistémica analoga ao DM tipo II.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Caracterizar a amostra quanto aos parametros da condicao
diabética;

3.2.2 Comparar as areas das feridas submetidas ou ndo a PBM através

de analises morfométricas;

3.2.3 Quantificar e comparar a perfusdo sanguinea nas feridas que

receberam a PBM ao grupo controle;

3.2.4 Rastrear e quantificar pericitos por microscopia confocal em feridas

de animais diabéticos comparando-as ao controle;

3.2.5 Realizar analise microscopica qualitativa dos aspectos

morfoldgicos tecidual durante o reparo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica de Pesquisa em Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob protocolo
#62/2019. Foram utilizados 18 camundongos C57BL/6 machos de 8-12 semanas
de idade, com glicemia ao acaso acima de 300mg/dl ap6s submissao ao método
de indugcdo ao DM por estreptozotocina. Foram excluidos animais com peso

corporal abaixo de 15g e que né&o atingiram glicemia ao acaso >300mg/dI.

4.2 Animais transgénicos

Nossa colbnia de camundongos transgénicos Nestina+/GFP+ foi
mantida homozigoética para o transgene nos camundongos C57BL/6. Estes
animais Nestina+/GFP+ foram cruzados com camundongos NG2+/DsRed+ para
gerar camundongos duplamente transgénicos Nestina+/GFP + & NG2+/DsRed+.
Assim, este modelo apresenta fluorescéncia enddégena para duas proteinas:
Nestina+/GFP+, que caracteriza células mesenquimais indiferenciadas
(marcadas em verde); NG2+/DsRed+, correspondente a pericitos tipo |
(marcadas em vermelho) e dupla marcagdo Nestina+/GFP+ & NG2+/DsRed+,
caracteriza os pericitos tipo Il (marcados em amarelo). Todos os animais foram
alojados em condigdes controladas de temperatura (24 ° C), sob um ciclo claro-

escuro de 12: 12 h e com alimentacgao livre disponivel.

4.3 Grupos experimentais

Trata-se de um estudo in vivo, com amostragem por calculo amostral.
Para cada grupo amostral foram utilizados 6 animais diabéticos, sendo duas
feridas por animal, onde por convencéo, a ferida esquerda foi do grupo PBM e a
direita, do grupo controle, totalizando 6 amostras de intervencédo e 6 controles
para cada tempo experimental. Os tempos experimentais foram de 1, 3 e 7 dias
(Quadro 1). Como controle na analise de frutosamina, foram utilizados

adicionalmente 4 animais nao-diabéticos (ver item 4.8.1) e na andlise de
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perfusdo sanguinea, o controle foi realizado por areas de pele integra nos

mesmos animais submetidos a esse experimento (ver item 4.7).

Quadro 1- Distribuigdo dos grupos amostrais, tipo de intervengdo e tempos

experimentais.

AMOSTRAS (N) TEMPOS
PBM CONTROLE EXPERIMENTAIS
(n=6) Ferida irradiada Ferida ndo-irradiada 1 dia
(n=6) Ferida irradiada Ferida ndo-irradiada 3 dias
(n=6) Ferida irradiada Ferida ndo-irradiada 7 dias

Fonte: proprio autor.

4.4 Inducéo artificial ao DM

O modelo animal diabético na linhagem de camundongos C57BI/6
Nestina GFP+/NG2 DsRed+ foi desenvolvido de acordo com o estudo de Konrad
et al. (2001). Neste protocolo foram administradas doses diarias intraperitoneais
(IP) de estreptozotocina (50mg/kg; 1 dose/dia) durante 5 dias. Para a injecao, a
mesma em conteudo solido, foi pesada na propor¢ao de 50mg/kg e diluida em
volume de 50ul de tampéo citrato (preparado previamente na proporgéo de
0,9mL de 0,1M &cido citrico / 4,1mL de 0,1M citrato de sddio/45mL de agua
destilada para um volume final de 50mL de solugao) para cada animal. Ao fim
dos 5 dias de aplicagéo, os animais foram acompanhados por um periodo entre
15 a 20 dias, realizando-se o monitoramento de glicemia, peso e sinais clinicos
da doenca.

Como parametros indicativos da condicdo diabética, foram
considerados: 1) o nivel glicémico irreversivel > 300mg/dL. Para essa analise,
amostras de sangue dos animais foram coletadas periodicamente através da
veia caudal e os niveis glicémicos foram aferidos com o monitor de glicose Accu-
Check Active (Roche—Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil); 2) a manifestagéo de sinais
clinicos compativeis com a triade do DM, onde os animais foram monitorados
periodicamente para observagdao do consumo excessivo de agua, comida e
producdo de wurina, caracterizando polidipsia, polifagia e poliuria,

respectivamente; 3) perda de peso, que foi registrada através de pesagem
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periddica dos animais (inicio dos experimentos ao pré-operatorio); 4) histérico da
condigao hiperglicémica, onde ao final dos experimentos, foram realizadas ainda
avaliagbes da permanéncia crénica do quadro hiperglicémico, através da
avaliacao dos niveis de frutosamina. Esta etapa foi realizada apds a eutanasia
dos animais, uma vez que foi necessaria coleta do volume de sangue total dos
animais (conforme descrito no item 4.7.1).

Com finalidade de se observar o comportamento das variaveis que
podem implicar no éxito do método de inducdo ao DM, um estudo piloto prévio

foi realizado.

4.5 Ferida bilateral e PBM

Apos aquisicdo do modelo experimental diabético, os animais foram
submetidos a procedimento cirurgico para realizacdo das feridas. Nesta etapa,
os camundongos foram anestesiados [100mg/Kg (ketamina) + 8 mg/Kg
(Xilazina); via IP] e as feridas foram realizadas de acordo com Dunn et al., (2013).
Punch de 4mm de diametro foi utilizado e por dobradura da pele dorsal, o punch
foi inserido de modo a perfurar transversalmente ambas as camadas de pele,
assim, foram realizadas duas excisbes de espessura total que incluiram o
panniculus carnosus do dorso, sendo uma excisdo em cada lado da linha média
do camundongo. Um dispositivo circular de silicone de 0,5 mm de espessura e 5
mm de didmetro interno foi entdo colocado circundando cada ferida, presos por
sutura em pontos simples (FIGURA 2).

Figura 2- Modelo de feridas
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Legenda: A) Remocgao dos pelos para exposi¢cdo da pele; B) Realizagdo da
antissepsia; C) Feridas realizadas com punch de 4 mm; D) Arruelas de silicone
suturadas de modo a evitar fechamento precoce.

Fonte: Autoria propria.

Para cada camundongo, uma ferida recebeu o tratamento com a PBM e
a outra foi mantida como controle, observando-se que, durante a aplicagdo do
laser, a ferida controle foi coberta com um anteparo, para evitar irradiacdo nao
desejada. A fotoativagao foi realizada periodicamente 1 vez por dia, sendo a
primeira realizada imediatamente apds a cirurgia de realizagao das feridas e as
demais, em todos os dias subsequentes, com duragado de aplicagao de acordo
com o tempo experimental para cada grupo em estudo (1 dia, 3 dias e 7 dias
poOs-operatorio). Para a PBM foi utilizado um laser de diodo de InGaAl (Photon
Lase Il personalizado; DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP, Brasil), em modo de
operagao continuo, com aplicagado pontual e em contato. Os parametros de
dosimetria foram os mesmos utilizados em estudo anterior (DINIZ et al., 2017):
660 nm, 20 mW, 0,71 W/cm?, area do feixe de 0,028 cm?, 7 s, 0,14 J de energia
total por ponto. E importante ressaltar que a PBM nao causa dor, nem aumento
de temperatura. E um tratamento rapido de apenas 7 segundos. Portanto, os
animais nao necessitaram ser anestesiados para esse procedimento.

Ao final do procedimento de PBM, foram aplicados adesivos oclusivos
do tipo micropore em ambas as feridas, para evitar ou minimizar a desidratacao.
No péds-operatério, cada animal recebeu uma dose analgésica (tramadol
5mg/Kg, via IP) para alivio de dor e conforto pds-cirurgico. Nenhuma restrigéo
alimentar ou de movimentacéao foi imposta aos animais, os quais foram mantidos
em gaiolas individuais durante todo o tempo experimental. Um sumario da etapa

cirurgica e aplicagao da PBM pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3- Laser diodo

Legenda: A) Laser de diodo B) Vista lateral da ferida; C) Aplicagao da PBM; D)
Recobrimento das feridas para evitar ressecamento.

Fonte: Autoria propria.

Em vida, as feridas foram analisadas por medi¢cbes de didmetro, para
verificar a evolugao do reparo e por exame doppler para analise de perfusédo
sanguinea. As demais analises foram realizadas ap0ds eutanasia dos animais nos

tempos experimentais especificos de cada grupo.

4.6 Analises morfométricas das feridas

As medigbes foram realizadas com auxilio de um microcompasso, onde
foram mensurados o didmetro vertical (DV) e horizontal (DH) em milimetros para
cada ferida. Essas medidas foram utilizadas para calculo do didmetro médio das
feridas e em seguida o calculo da area da circunferéncia, através da expressao
A = 1 x r? (A= area; 1= 3,14 que é o valor da constante; r= raio), para assim
adquirir o valor em percentual da area remanescente em relagdo a area inicial
total da loja cirurgica (correspondendo a 12,56mm?2, ou seja, a ferida inicial
possuia 4mm de didametro) (FIGURA 4). Além disso, imagens digitais foram

tomadas para fins ilustrativos.
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Figura 4- llustracdo das medi¢des de diametro

Legenda: llustragdo das medi¢gbes de didametro (DV: didmetro vertical; DH:
didmetro horizontal). As fotos A, B e C ilustram a sequéncia no processo de
medic¢ao das feridas.

Fonte: Autoria propria.

4.7 Perfusao sanguinea (Doppler)

Com finalidade de avaliar o fluxo sanguineo na area das feridas, a analise
de perfusdo sanguinea foi realizada por meio de imagens de perfuséao,
adquiridas com laser Doppler (MoorLID2-IR, Moor Instruments, Devon, Reino
Unido) (FIGURA 5). Para esta etapa os animais foram anestesiados [100mg/Kg
(Cetamina) + 8 mg/Kg (Xilazina), via IP] e submetidos ao doppler nos tempos
experimentais de 3 dias e 6 dias. O valor médio dos pixels de cada imagem
digitalizada foi calculado usando o software Moor LDI V5.3 e expresso como
unidades de perfusao, representando assim, o fluxo sanguineo médio nos locais
das feridas. A escolha de realizagao do doppler nos tempos experimentais 3 dias
e 6 dias levou em consideracao o tempo total de reparo da ferida, assim, optou-
se por selecionar tempos intermediarios e equidistantes, compreendidos entre o
inicio do reparo e antes do fechamento total das feridas. Area de pele integra foi

utilizada como controle para os parametros normais de perfuséao.
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Figura 5- llustracédo do laser Doppler

o 250 500 750 1000

Legenda: A) llustracdo do laser Doppler; B) Anteparo para delimitagdo das
feridas e realizacdo do exame; C) llustracdo grafica do resultado do exame
doppler em imagem com escala de cores, onde o vermelho indica aumento da
perfusao sanguinea.

Fonte: Autoria propria.

4.8 Eutanasia e coleta das amostras

ApoOs os tempos experimentais descritos no inicio desta sess&o, os
animais foram eutanasiados. Nesta etapa, foram realizadas coletas de sague
total dos animais para analise de glicemia através das medidas de frutosamina.
Em seguida, as amostras de feridas foram coletadas e fixadas em
paraformaldeido 4%, por 24h. Apés fixadas, metade de cada amostra das feridas
foi preparada para inclusdo em parafina e a outra metade em meio de
preservacao para congelamento (OCT., do inglés

“Optimal Cutting Temperature”), de acordo com a finalidade metodoldgica.

4.8.1 Amostras de soro (Frutosamina)

Nesta etapa, apos coleta de sangue total através de pungéo na artéria
aorta abdominal utilizando seringa e agulha n 22G1 (25mm x 0,70mm). As
amostras de sague permaneceram por 30 minutos sob temperatura ambiente
para coagulacao, em seguida, foram centrifugadas por 15 minutos a 3.000rpm
para aquisi¢ao do soro, que foi transferido para outro tubo e analisado por meio
do Cobas Mira Plus® (Roche -Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil) com o kit

Frutosamina (Biotécnica, Varginha — MG, Brasil) de acordo com as instru¢des do
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fabricante (FIGURA 6). Como controle, foram utilizadas amostras de soro de

camundongos nao-diabéticos (n=4).

Figura 6- llustracdo da coleta do soro

‘ |Coleta de sangue | | Coagula¢io ‘ Centrifugacdo | ‘ Coleta do soro | ‘ Analise |

Legenda: llustragdo da sequéncia de eventos experimentais para coleta e
analise soroldgica.

Fonte: Autoria propria.

4.9 Hematoxilina & eosina (H&E) e tricromico de Masson

Para fins de analise da histomorfologia das feridas, as amostras para
inclusdo em parafina foram inseridas em cassetes e processadas por imersao
ascendente em cadeia de alcool (desidratagdo), seguida de diafanizagdo em
xilol, impregnacao e finalizadas com inclusdo em parafina. Secbes de 5 um de
espessura foram cortadas em micrétomo e montadas em laminas de vidro. Em
seguida, foram desparafinizadas em xilol, reidratadas e coradas com H&E ou
tricrémico de Masson. Foram observados os aspectos morfoldgicos indicativos

do estagio de reparo tecidual.

4.10 Microscopia confocal

Com finalidade de localizar e quantificar os pericitos e células
indiferenciadas, apds coleta e fixacdo, as amostras selecionadas para
crioprocessamento seguiram em imersao em solugao de sacarose 15% por 24h

e 30% por 24h, seguido de inclusdo em OCT e congelamento a -70C até o
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momento de confeccao das laminas. As seccdes de pele em OCT foram cortadas
em criostato (espessura de 20 ym), montadas em laminas de vidro, pos-fixadas
em metanol e contrastadas com DAPI (marcador nuclear) diluido em meio de
montagem. Apds secagem, foram examinadas em microscopia confocal sob
objetivas de 4x e 10x. Uma varredura do tipo scanner foi realizada para cada
amostra, usando a objetiva de 10x. Os pericitos tipo-l, tipo-ll e as células
indiferenciadas progenitoras neurais foram quantificadas por calculo da area de
fluorescéncia (valores médios em escala de cinza) usando o software Fiji
(National Institutes of Health-NIH, Bethesda, Maryland; EUA). Para esta analise,
entre os grupos estudados (1, 3 e 7 dias), foram considerados de interesse
observacional apenas os tempos experimentais de 3 e 7 dias. Os valores foram

tabulados, plotados em graficos e analises estatisticas foram realizadas.

4 .11 Analises estatisticas

As diferengas estatisticas entre os grupos foram calculadas usando o
software GraphPad Prism (GraphPad Prism versdo 8.0c para MAC, GraphPad
Software, La Jolla, EUA), considerando-se para a escolha do teste, o tipo de
distribuicdo (normal ou anormal) das amostras e o tipo de analise aplicavel (une
ou multivariada). Os dados foram expressos como media + desvio padrao. Foi
considerado intervalo de confianga de 95% e as diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p <0,05. Especificamente, para ambas as
analises morfométrica e de quantificagao celular, foi utilizado o teste t student.
Para a diferenga entre grupos na analise de perfusdo sanguinea, utilizou-se
ANOVA.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagéo da indugdo ao DM

Foram observadas perdas de peso em todos os grupos (FIGURA 7A).
Todos os animais  apresentaram hiperglicemia, com medida
glicémica >300mg/dL (FIGURA 7B). Concomitante aos valores alterados de
glicemia, foram verificados sinais clinicos da triade da doencga (polidipsia,
polifagia e poliuria) a partir de 10 a 15 dias apds a realizagao do protocolo de
inducdo do DM. Além disso, a quantificagdo de frutosamina obteve maiores
valores nos animais submetidos ao método de inducdo ao diabetes, quando
comparados a animais ndo submetidos ao protocolo de inducdo ao diabetes
(controles) (FIGURA 7C).

Figura 7- Peso, glicemia e dosagem de frutosamina dos animais
A Peso (g) B Glicemia (mg/dL) c Frutosamina (mol/L)
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Animais induzidos
ao diabetes

Animais ndo induzidos
ao diabetes

:‘1_,_
e

Legenda: A) Peso dos animais antes e depois do processo de indugdo ao DM,

Antes da indugdo
ao diabetes

Depois da inducao
ao diabetes

Antes da indugdo
ao diabetes

Depois da indugdo
ao diabetes

nos 3 diferentes periodos experimentais. B) Glicemia dos animais ao longo dos
periodos experimentais. C) Dosagem sorolégica de frutosamina dos animais
apos os periodos experimentais.

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Analises morfométricas

No grupo com tempo experimental de 1 dia, a média de area
remanescente apos aplicacéo do laser foi 73% da medida de area total inicial da
ferida e 86.21% no grupo controle. As amostras (grupos: laser e controle) foram
submetidas a analise estatistica e apresentarm distruibui¢do normal (p=0,31 e
p=0,06 respectivamente). Assim, foram entao submetidas a analise da diferenca

através do test t student, o qual apresentou significancia estatistica (p=0,0257)
(FIGURA 8A).

Figura 8- Analises morfométricas
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Legenda: Analises morfométricas em porcentagem (%) de area remanescente
nos tempos experimentais 1, 3, 7 dias e perfil clinico/histolégico para os
respectivos tempos experimentais. A) Mostra a analise morfométrica para o
tempo experimental 1 dia; B) Mostra a analise morfométrica para o tempo
experimental 3 dias; e C) Mostra a analise morfométrica para o tempo
experimenta 7 dias; onde (*) representa diferengca estatistica (p<0,05) apds
analise pelo teste t student.

Fonte: Autoria propria.

No tempo experimental de 3 dias, a média de area das feridas foi
correspondente a 66,98% da medida de area total inicial no grupo que recebeu
a PBM e 87.49% para o grupo controle. As amostras apresentaram distribuigao
normal (p=0,09 e p=0,34 respectivamente), em seguida foram submetidas a
analise através do teste t student, o qual evidenciou diferenca estatistica entre
os grupos (p=0,026) (FIGURA 8B).

No tempo experimental de 7 dias, a média de area das feridas submetidas
a PBM e controle foram 25,54% e 39.43% da medida de area total inicial,
respectivamente. Na analise estatistica apresentaram distribuicido normal
(p=0,08 e p=0,3 respectivamente), portanto, foram submetidas a analise através
do teste t student, o qual apresentou significancia estatistica (p<0,05) (FIGURA
8C).

O perfil de reparo, considerando a reducao de area das feridas nos trés

tempos experimentais pode ser melhor observado na Figura 9.

Figura 9- Andlise morfométrica em grafico de linhas
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Legenda: Analise morfométrica nos tempos experimentais 1, 3 e 7 dias. A linha
em vermelho corresponde as medidas de areas remanescentes nas feridas
submetidas a PBM e em preto, as medidas para feridas do grupos controles,
onde (*) representa diferenga estatistica (p<0,05) apos analise pelo teste t
student.

Fonte: Autoria propria.

5.3 Andlise de perfusédo sanguinea

A média da perfusdo sanguinea nas areas das feridas foi maior somente
nogrupo 3 dias, quando comparadas a pele integra (p=0.0034; p=0.0483) e aos
grupos dos tempos experimentais 6 dias. Além disso, ndo houve diferenca
estatistica intragrupo, ou seja, entre ferida irradiada (PBM) e ferida que nao
recebeu aplicagédo do laser (controle) em ambos os grupos (p>0,05) (FIGURA
10).

Figura 10- llustracdes graficas das analises de perfusdo sanguinea
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Legenda: llustragdes graficas das analises quantitativas de perfusao sanguinea
a partir das imagens adquiridas, correspondentes aos locais das feridas nos

grupos PBM e controle, para os tempos experimentais 3 e 6 dias. A cor vermelha
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ou cores préoximas a ela indicam aumento da perfusdo. Na analise, “ns”
representa auséncia de diferenga estatistica (p>0,05) e (*) representa diferenca
estatistica (p<0,05), apds analise de variancia (One-way ANOVA).

Fonte: Autoria propria.

5.4 Quantificacédo de pericitos

Na identificacdo e quantificacdo celular, , ndo foram observadas
diferengas estatisticas em quantidades para nenhum dos tipos celulares
estudados, em até 3 dias de irradiagao (PBM) quando comparado ao controle
(FIGURA 11).
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Figura 11- Quantificacao de pericitos no tempo experimental 3 dias
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Legenda: Analise quantitativa das células no tempo experimental 3 dias. A)
Quantificagéo de células precursoras neurais indiferenciadas (Nestina+/GFP+)
em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle (p=0,83). B)
Quantificagao de pericitos tipo | (NG2+/DsRed+) em feridas submetidas a PBM,
comparadas ao controle (p=052). C) Quantificagcdo da marcagao nuclear (DAPI)
em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle (p=0,18). D)
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Quantificagdo da marcagdo dos pericitos tipo |l (Nestina+/GFP+ &
NG2+/DsRed+) em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle
(p=0,72). Onde “ns” representa auséncia de diferenga estatistica (p>0,05), apds
analise pelo teste t student.

Fonte: Autoria propria.

Por outro lado, quando analizadas apés 7 dias de PBM, foi observado
predominancia de células precursoras neurais indiferenciadas (Nestina+/GFP+)
por toda extensséo do leito das feridas. Além disso, o grupo PBM apresentou
maior quantidade das mesmas, quando comparado ao grupo controle (p=0,01)
(FIGURA 12A). Os pericitos tipo 1 (NG2+/DsRed+) foram as segundas células
mais abundantes, considerando os trés tipos celulares avaliados. Além disso,
apresentou-se em maior quantidade no grupo PBM em relagdo ao controle
(p=0,03) (FIGURA 12B).

Nao houve diferenga significativa entre PBM e controle para a marcagao
nuclear (DAPI) (p=0,17) (FIGURA 12C). Enquanto que os pericitos tipo Il
(Nestina+/GFP+ & NG2+/DsRed+) apresentaram-se em menor quantidade nas
feridas e também nado apresentaram diferenga entre PBM e controle (p=0,74)
(FIGURA 12D).
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Figura 12- Quantificacdo de pericitos no tempo experimental 7 dias
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Legenda: Analise quantitativa das células no tempo experimental 7 dias. A)
Quantificagéo de células precursoras neurais indiferenciadas (Nestina+/GFP+)
em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle (p=0,01). B)
Quantificagao de pericitos tipo | (NG2+/DsRed+) em feridas submetidas a PBM,
comparadas ao controle (p=0,03). C) Quantificagdo da marcagéo nuclear (DAPI)
em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle (p=0,17). D)

Quantificagdo da marcagdo dos pericitos tipo |l (Nestina+/GFP+ &



46

NG2+/DsRed+) em feridas submetidas a PBM, comparadas ao controle
(p=0,74). Onde “ns” representa auséncia de diferenga estatistica (p>0,05), e (*)
representa diferenca estatistica p<0,05, (**) representa diferenca estatistica com
p<0,01; apds analise pelo teste t student.

Fonte: Autoria propria.

5.5 Analises histoldgicas

O aspecto histologico revela feridas em diferentes estagios no processo
de reparo tecidual (FIGURA 13, A4 e B4). O padrao de florescéncia indicativo de
migracao celular € compativel com a fase do reparo tecidual observado na
histologia das feridas, quando comparados PBM ao controle, conforme ilustra a
Figura 13 (A3 e B3). Ambas as feridas mostram o inicio do precesso de
reepitelizacao, caracterzada pela presenca de epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado. No entanto, na lamina propria, € possivel observar que enquanto
a ferida controle ilustrada mostra um padrao de organizacao semelhante a fase
inflamatdéria cronica, caracterizada por abundante infiltrado inflamatério
mononuclear, a ferida submetida a PBM ja encontra-se em um estagio de menor
quantidade de células inflamatérias e pradrao de completa reepitelizacédo e

maturacgao tecidual.
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Figura 13- Associacdo do padrdo de florescéncia com o aspecto histologico
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Legenda: llustragdo comparativa dos principais achados deste trabalho,
apresentando o resultado clinico, a marcacdo por micoscopia confocal e o
padrao histolégico. As figuras mostram a associacdo do padrao de florescéncia
indicativo da migragéao celular (nestina+/GFP+; e NG2+/DsRed+) com o aspecto
histoldgico das feridas coradas em tricrémico de Masson em aumento de 10x no
tempo experimental 7 dias. A) llustram as feridas que foram submetidas a PBM;
B) llustram as feridas controle; A1) llustra a marcagédo para nestina, sob filtro
GFP; A2) llustra a marcagao para NG2, sob filtro DsRed; A3) llustra a ferida

completa e a sobreposicao dos filtros GFP, DsRed e DAPI inficando a marcacéao
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para os trés subtipos celulares investigados; A4) llustra o perfil histolégico da
ferida PBM em 7dias de tratamento. B1) llustra a marcagao para nestina, sob
filtro GFP; B2) llustra a marcacgao para NG2, sob filtro DsRed; B3) llustra a ferida
completa e a sobreposi¢ao dos filtros GFP, DsRed e DAPI inficando a marcacgéo
para os trés subtipos celulares investigados; B4) llustra o perfil histologico da
ferida controle em 7dias de tratamento.

Fonte: Autoria propria.
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6 DISCUSSAO

A falha ou atraso no processo de reparo tecidual em diabéticos tem sido
alvo de muitos estudos, pois resulta em grande impacto na vida dos individuos,
assim com gera altos custos para os sistemas de saude com tratamentos
prolongados de feridas nao reparadas.

Na Odontologia, pacientes diabéticos nao-diagnosticados ou com
diabetes descompensado, quando submetidos a procedimentos cirurgicos,
podem apresentar atraso no reparo tecidual e maior risco a infecgdes
secundarias, por retardo no reparo tecidual, especificamente envolvendo a fase
inflamatdria, onde ha resposta imunolégica a possiveis infecgoes (NADER et al.,
2006). Desta forma, entender o mecanismo de reparo tecidual e meios de
acelerar este processo em individuos com DM, se apresenta como uma
estratégia para melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados e
otimizagao do orgamento publico em saude. Nesta perspectiva, a PBM que ja é
uma tecnologia auxiliar na recuperagao dos pacientes, tem sido bastante
estudada, no entanto, ainda se faz necessario conhecer melhor as vias de
sinalizagao e tipos celulares envolvidas neste processo de reparo tecidual sob
efeito da PBM, para que se tenha melhor dominio desta ferramenta e se explore
melhor o potencial desta terapia, especialmente para aplicacdo em individuos
diabéticos.

Nosso estudo investigou a PBM e seus efeitos em feridas de animais
diabéticos em aspectos morfologicos (tamanho das feridas) e fisiolégicos
(migracéo das células). Os achados mostraram consideravel diminuicdo das
feridas e aceleragdo do reparo tecidual em camundongos diabéticos sob
estimulo da PBM, ao longo dos tempos experimentais, entre 1-7 dias.

Através das analises clinicas de medi¢cdes das feridas, foi possivel
quantificar o efeito acentuado de reparo tecidual, observado visualmente nos
grupos sob PBM em comparagdo aos controles, confirmados também nos
achados histolégicos, onde foram observadas diferencas qualitativas nos
estagios de reparo tecidual entre as feridas submetidas a PBM, comparadas as
feridas controles. Principalmente aos 7 dias, onde se observou nas feridas
submetidas a PBM, menos infiltrado inflamatério mononuclear e melhor padrao

de organizagdo tecidual, caracterizando os estagios finais do



50

reparo/cicatrizacdo. E comum que no DM a falha no progresso através das fases
normais de cicatrizacao resulte em feridas crbénicas, que muitas vezes parecem
estagnar na fase inflamatéria (KAJAGAR et al., 2012; KHORAMI et al., 2015).
No entanto, nas feridas sob PBM, esse evento parece ter sido amenizado.

Esses achados corroboram com os resultados reportados na literatura,
em diversos desenhos de estudos. Em estudo in vitro, com células em condicao
diabética submetidas a PBM, foi reportado aumento da migragcdo celular,
proliferacdo e viabilidade (SEKHEJANE, HOURELD, ABRAHAMSE, 2011;
HOURELD, ABRAHAMSE, 2007), producdo de colageno (KAJAGAR et al.,
2012) adenosina trifosfato (ATP), concentragdo de mitocondrias e citocromo-c
oxidase (HOURELD, MASHA, ABRAHAMSE, 2012), além de diminuigédo da
apoptose e citocinas pré-inflamatérias (HOURELD, MASHA, ABRAHAMSE,
2012).

Em estudo realizado por Kajagar et al., (2012) com 68 pacientes
diabéticos tipo I, os resultados mostraram redugao no tamanho de ulceras em
40,24% para feriadas tratadas com PBM, em comparagdo com 11,87% no grupo
controle.

A analise morfométrica/ clinica € um excelente parametro de verificagéo
do efeito da PBM nas feridas, no entanto, a grande questao é elucidar como essa
resposta clinica esta acontecendo a nivel celular. Para isso, algumas analises
mais detalhadas foram necessarias, portanto, foram realizadas em nosso estudo
a identificacdo e quantificacdo de populacdes celulares ali encontradas, como
ferramentas para compreender melhor os eventos celulares, no que diz respeito
a interacao entre PBM e as células locais com potencial de reparo tecidual
(pericitos tipo |: NG2+/DsRed+; pericitos tipo |Il: Nestina+/GFP+ &
NG2+/DsRed+; e células mesenquimais indiferenciadas: Nestina+/GFP+).

Um dos eventos celulares importantes que podem ser modulados pela
PBM € a angiogénese. A angiogénese € um processo essencial para o reparo
tecidual, e é um evento precoce que viabiliza a nutricdo e oxigenagao ao novo
tecido em formagdo. A analise de perfusdo sanguinea neste estudo, mostrou
pequeno aumento do fluxo vascular nas regides de ferida, quando comparadas
a pele integra, além disso, ndo houve diferenga entre feridas submentidas a PBM
e controles, em animais diabéticos. Em contrapartida, Do Valle et al., (2020) em

estudo com animais nao-diabéticos, reportou consideravel aumento de perfusao
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sanguinea em feridas submetidas a PBM, quando comparadas aos controles.
Apesar dessa relevante resposta angiogénica proporcionada pela PBM em
animais nao-diabéticos reportada na literatura, em nosso estudo, com animais
diabéticos, esse efeito da PBM foi menos expressivo em relagéo ao controle.

Tratando-se de DM e angiogénese, é valido ressaltar que as células
endoteliais, - extremamente importantes para a neoformagao vascular- podem
estar funcionalmente alteradas no DM, comprometendo, portanto, esse evento
vascular. Isso se deve ao fato que, no metabolismo normal das células
endoteliais, em individuos saudaveis, a glicose entra nestas células através do
receptor GLUT-1, de maneira independente da insulina. A produgao de energia
ocorre principalmente por glicolise, em vez de por fosforilagdo oxidativa. Durante
a funcdo endotelial normal, parte da glicose-6-fosfato produzida durante a
glicdlise é desviada para a via da pentose fosfato. O objetivo dessa via é produzir
NADPH, um importante antioxidante nas células endoteliais, bem como
pentoses, que podem ser utilizadas para produzir acidos nucléicos, nucleotideos
e aminoacidos. Também permite a conversao de dissulfeto de glutationa (GSSG)
de volta em glutationa (GSH), o que ajuda a prevenir o estresse oxidativo ao
converter H202 em H20. Na condigao hiperglicémica crbénica presente no DM,
existe um desarranjo metabdlico induzido por hiperglicemia em células
endoteliais, onde a entrada de glicose-6-fosfato na via da pentose fosfato é
inibida. Isso causa uma reducéo na produ¢do de NADPH e um acumulo de H202,
que contribuem para o estresse oxidativo nas células endoteliais diabéticas
(KNAPP, TU, WU, 2019).

A hiperglicemia no diabetes também diminui a vasodilatagdo por meio
da diminuigdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e da prostaciclina
(PGI2). Além de causar aumento nos fatores de contragdo derivados do
endotélio, incluindo prostandides, endotelina-1 (ET-1), angiotensina-1l (Ang-Il),
dinucleotideo uridina adenosina tetrafosfato (UP4A), ROS e prostandides
derivados da ciclooxigenase (COX) (KNAPP, TU, WU, 2019).

Neste sentido, € possivel que o processo de angiogénese estimulado
pela PBM possa ser limitado por esta condigdo sistémica (DM), relacionada
principalmente a disfungdo endotelial encontrada no DM, repercutindo
diretamente na capacidade proliferativa destas células, o que pode explicar

também, em parte, o atraso no processo de reparo tecidual, mesmo sob estimulo
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da PBM. Pois, quando comparamos o desempenho da PBM na diminui¢cao de
area das feridas em animais nao-diabéticos, reportado por Do Valle et al., (2020)
(= 20% de area remanescente apos 7 dias), aos achados do presente estudo —
em animais diabéticos, utilizando a mesma espécie de camundongos e 0 mesmo
modelo experimental-, verificamos menor desempenho da PBM no reparo das
feridas diabéticas (25,54% de area remanescente apos 7 dias), mas ainda assim
a PBM se mostrou eficiente, pois apresentou desempenho significativamente
maior (p<0,05) quando comparada ao seu controle diabético (39,43% de area
remanescente apds 7 dias).

As vias de sinalizagcdo no DM relacionadas ao reparo tecidual séo
bastante complexas. Um dos principais eventos celulares relacionados a
lentificacdo do processo de reparo tecidual em diabéticos € a disfungcao
endotelial, causada pela condigdo hiperglicémica crdnica, que resulta em
microangiopatia e mais recentemente tem se investigado o efeito do dano
endotelial sobre os pericitos (WARMKE, GRIFFIN, CUBBON, 2016). Sabe-se
que a ativacdo dos RKTs (do inglés: receptor tyrosine kinase) promove a
estimulacao de varias vias de sinalizacdo para os processos de captacao de
glicose celular, proliferagao e migracado (KHORAMI et al., 2015), no entanto, sua
capacidade de estimular reparo tecidual pode ser comprometida em situagdes
de grandes feridas, infecgdo e doengas sistémicas como o DM (CASTILHO,
SQUARIZE, GUTKIND, 2013).

O DM também pode alterar a ativagdo de varias outras vias de
sinalizacao, incluindo a do receptor do fator de crescimento epidérmico/ PI3K/
AKT e sinal extracelular de quinases reguladas (EGFR / PI3K / AKT e ERKs) e
Bcl2, com sinalizagao positiva do promotor de morte celular. Isso resulta em
aumento da apoptose celular e diminuigdo da proliferacéo, levando a atrasos de
cicatrizagao de feridas (XU, YU, 2011). Emanuelli et al., (2016), verificou que a
proliferagdo e migragao de fibroblastos diminuida no DM é devido, ndo apenas a
condigdo de hiperglicemia, mas de forma concomitante, ao estresse oxidativo
que é gerado pela deposicao de AGEs (do inglés, advanced glycation end
products) e proteinas oxidativas alteradas. Além disso, sugere-se que a inibigao
da proliferagdo de fibroblastos, migragdo e a expressao do colageno sao
acentuados através do contato com colageno AGE-modificado, a estimulagao da

proteina ativada por estresse (p38) e da proteina quinase ativada por mitdgeno
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(MAPK). Vias de sinalizacdo desreguladas em feridas de diabéticos estédo
também ligadas a concentragdes alteradas de miRNAs, ligados a varios
proteinas das vias de sinalizagao, incluindo as da via PI3K / AKT / mTOR
(MOURA, BORSHEIM, CARVALHO, 2014).

Sabendo que ha diversas vias de sinalizagdo envolvidas no processo
de reparo celular que podem estar alteradas em diabéticos, neste estudo nos
avaliamos especificamente as respostas celulares de pericitos ( tipo I:
NG2+/DsRed+; pericitos tipo Il: Nestina+/GFP+ & NG2+/DsRed+) e células
mesenquimais indiferenciadas (Nestina+/GFP+), quando sob efeito da PBM.

Enquanto que a literatura reporta a participagao de pericitos tipo | e tipo
Il como protagonistas no reparo tecidual induzido pela PBM em camundongos
nao-diabéticos (do VALLE et. al., 2020), em animais diabéticos a participacao
dessas células foi pouco evidente.

Neste estudo, em até 3 dias de PBM, na analise confocal, ndo foi
possivel perceber efeito de migracao celular significativo da PBM, quanto ao
recrutamento e aumento do numero de células (células mesenquimais
indiferenciadas, pericitos tipo | ou tipo II) no local da injuria. No entanto, os efeitos
clinicos observados nestes primeiros 3 dias podem estar associados a outros
mecanismos estimulados pela PBM, como a via do TGFB1, que pode ser
diretamente ativada pela PBM e esta presente em abundancia no microambiente
das feridas (ARANY et al., 2007, 2014). Essa correlagao foi confirmada in vivo,
sugerindo que a ativacdo imediata do TGFB pela PBM seja um mecanismo
molecular predominante no processo de reparo tecidual, o qual € notadamente
acelerado com o uso desta ferramenta terapéutica (ARANY et al., 2007, 2014,
2014Db).

Por outro lado, na analise das feridas em animais diabéticos com 7 dias
de PBM, as principais células encontradas foram do tipo mesenquimais
indiferenciadas (Nestina+/GFP+), além de pericitos tipo | (NG2-DsRed+), mas a
segunda, em menor quantidade e nao houve diferenga para pericitos tipo Il entre
a PBM e controle. Neste sentido, o mecanismo de reparo tecidual em DM sob
efeito da PBM, parece ocorrer de modo distinto do evento em nao-diabéticos.
Isso possivelmente se deve a incapacidade funcional dos pericitos quando na
condigao diabética, conforme reportado por Warmke, Griffin e Cubbon (2016),

que em estudo sobre a relagao de pericitos em doenca vascular associada ao
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diabetes, reportam uma estreita comunicagdo (crosstalk) entre células
endoteliais capilares e pericitos, e apontam que a disfungdo endotelial pode
repercutir em disfungao dos pericitos e vice-versa.

Os pericitos sao células murais que suportam e estabilizam a
microvasculatura e estdo presentes em todos os leitos vasculares. O crosstalk
pericito-célula endotelial é essencial tanto na remodelagdo, quanto na
vasculatura quiescente, e essa interagdo complexa ¢é frequentemente
interrompida em condigbes como DM. Acredita-se que a perda de pericitos seja
uma caracteristica inicial da doenga microvascular associada ao DM (WARMKE,
GRIFFIN, CUBBON, 2016), e bastante estudada para compreensao dos eventos
de retinopatia e nefropatia diabéticas (BELTRAMO, PORTA, 2013). Nosso
estudo explora, portanto, este evento, na compreensao do processo de reparo
tecidual em diabéticos, com um olhar sobre o efeito da PBM nos pericitos, uma
vez que essa terapia tem sido reportada na literatura como capaz de acelerar o
reparo tecidual, tendo como uma das vias, o recrutamento de pericitos para o
leito da ferida em animais n&o-diabéticos (do VALLE et. al., 2020). Sendo assim,
mesmo com o reconhecido potencial da PBM em estimular essas células, foi
possivel notar a partir dos nossos resultados, que este efeito parece ser limitado
no DM.

Por fim, quanto aos métodos utilizados neste trabalho, que implicam
diretamente nos seus resultados, é importante ressaltar que, o modelo diabético
artificialmente induzido pela estreptozotocina é bastante difundido na literatura,
e age por danos as células betas pancreaticas com efeito dose-dependente.
Logo, as doses utilizadas neste estudo foram otimizadas para a um dano parcial
no pancreas, assim, 0s animais nao perderam a capacidade total de produgao
de insulina e a mesma foi apenas diminuida, favorecendo a permanéncia crbnica
de um estado hiperglicémico, sem que se estabelecesse a condi¢ao de insulino-
dependéncia, configurando uma condigéo clinica similar ao que ocorre no DM
tipo Il em seres humanos. Assim, nosso estudo pretendeu adquirir um modelo
em condigbes sistémicas similares a estas, com finalidade de compreender
melhor a nivel celular o reparo tecidual induzido por PBM em camundongos
submetidos a estas condi¢des fisiopatoldgicas analogas ao DM tipo Il. No
entanto, € valido salientar que o diabetes tipo Il em humanos é uma doenca

cronica, consequente de uma série de eventos, entre eles, a associagao forte a
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quadros de obesidade ou consumo excessivo de agucar (SAPRA, BHANDARI,
2021). Portanto, é importante considerar que a inducdo artificial ao DM
desconsidera o longo processo de estabelecimento das vias fisiopatolégicas
regulares de aquisi¢gao da doenga, como dieta e fatores genéticos associados.

Portanto, caracterizando assim uma limitacdo deste modelo.
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7 CONCLUSAO

A utilizacdo de PBM em processos de reparo tecidual em modelo
diabético de feridas demostrou resultados significativos tanto clinicos como a
nivel celular, envolvendo em grande parte as células mesenquimais
(nestina+/GFP+) e pericitos (NG2+/DsRed+). Conhecer os mecanismos
celulares de acao da PBM em feridas de modelo diabético permite controlar esse
processo, além de explorar essa técnica e abrir caminhos para investigagédo de
outras ferramentas e protocolos uteis para o tratamento de feridas nestes

individuos afetados.
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