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RESUMO

A diabetes mellitus (DM) é caracterizada por uma desordem metabdlica severa que
apresenta repercussoes sistémicas a longo prazo. A hiperglicemia cronica provoca
lentiddo no processo cicatricial devido a inflamacédo prolongada que impede a
progressédo da regeneracdo. Uma das caracteristicas da ferida diabética sao os niveis
elevados de IL-1B, que aumenta a expressao de moléculas de ades&o no endotélio e
perpetuam o processo inflamatodrio. A fotobiomodulacdo (FBM) é considerada uma
intervencao ndo farmacoldgica que consiste na aplicacdo de uma forma de luz ndo
ionizada, a qual inclui o laser de baixa poténcia e possui efeitos anti-inflamatérios e
bioestimulatorios que aceleram o processo cicatricial. A associagdo da FBM ao
desenvolvimento de um peptideo com capacidade de atenuar as respostas
desencadeadas pela IL-1B, representa uma opgéo promissora para o tratamento de
lesGes epiteliais; ja que o excesso de IL-1B provoca a senescéncia dos fibroblastos,
reducdo na expressao de fatores de crescimento e degradacéo de proteinas da MEC.
Inibidores de IL-1 B encontrados atualmente sdo de dificil viabilidade devido ao
potencial citotéxico, valores abusivos e administracao invasiva, portanto, a aplicacdo
deste peptideo em feridas diabéticas representa uma intervencdo promissora para
auxiliar na resolucao da resposta inflamatoria e progressao do processo regenerativo.
Desta forma, este trabalho visa aplicar uma molécula inibidora de IL-13 associada a
irradiacdo com FBM, como estimulo a progressao do processo regenerativo de lesdo
epitelial em camundongos diabéticos. Apés a inducdo do modelo de DM com
estreptozicina (STZ), o modelo de lesdo cutédnea foi realizado através de excisao
cirdrgica. Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6, distribuidos em 5 grupos
experimentais (n:12): Lesao Epitelial (LE); DM + LE; DM+ LE+ Peptideo Inibidor de IL-
18; DM+LE+FBM; DM+LE+FBM-Peptideo Inibidor de IL-1B. O tratamento foi iniciado
12 horas ap0s a inducéo da ferida, e realizado diariamente durante cinco dias. Apés
24 horas da ultima aplicacéo, foi realizada a eutanasia dos animais e a borda externa
da ferida foi removida, processada e armazenada. Os resultados obtidos demonstram
que o grupo DM+LE+FBM-pIL-1B provocou a reducdo nos niveis de citocinas proé-
inflamatorias, aumento de citocinas anti-inflamatérias, aumento de TGF- B e
manutenc¢ao do estado redox celular com consequente reducdo no tamanho da ferida
em cm? seis dias apds a lesdo, demonstrando o efeito do tratamento associado em
acelerar a reepitelizagéo.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Cicatrizacdo, Inflamacdo, Fotobiomodulacéo,
Peptideo.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is characterized by a severe metabolic disorder that has long-
term systemic repercussions. Chronic hyperglycemia slows down the healing process
due to prolonged inflammation that impedes the progression of regeneration. One of
the characteristics of the diabetic wound is the high levels of IL-1B, which increases
the expression of adhesion molecules in the endothelium and perpetuates the
inflammatory process. Photobiomodulation (FBM) is considered a non-
pharmacological intervention consisting in the application of a form of non-ionized light,
which includes a low-power laser and has anti-inflammatory and biostimulatory effects
that accelerate the healing process. The association of FBM with the development of
a peptide capable of attenuating the responses triggered by IL-1B, represents a
promising option for the treatment of epithelial lesions; since excess IL-13 causes
fibroblast senescence, reduced expression of growth factors and degradation of ECM
proteins. Currently found IL-1 B inhibitors are difficult to be viable due to cytotoxic
potential, abusive values and invasive administration, therefore, the application of this
peptide in diabetic wounds represents a promising intervention to aid in the resolution
of the inflammatory response and progression of the regenerative process. Thus, this
work aims to apply an inhibitory molecule of IL-1B associated with irradiation with FBM,
as a stimulus to the progression of the regenerative process of epithelial damage in
diabetic mice. After induction of the DM model with streptozicin (STZ), the skin lesion
model was performed through surgical excision. Sixty C57BL/6 mice were used,
distributed in 5 experimental groups (n:12): Epithelial Lesions (LE); DM + LE; DM+ LE+
IL-18 Inhibitory Peptide; DM+LE+FBM; DM+LE+FBM-IL-18 Inhibitor Peptide.
Treatment was started 12 hours after wound induction, and carried out daily for five
days. Twenty-four hours after the last application, the animals were euthanized and
the outer edge of the wound was removed, processed and stored. The results obtained
demonstrate that the DM+LE+FBM-pIL-13 group caused a reduction in the levels of
pro-inflammatory cytokines, an increase in anti-inflammatory cytokines, an increase in
TGF-B and maintenance of the cellular redox state with a consequent reduction in size
of the wound in cmz six days after the injury, demonstrating the effect of the associated
treatment in accelerating re-epithelialization.

Keywords: Diabetes Mellitus, Wound Healing, Inflammation, Photobiomodulation,
Peptide.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROCESSO CICATRICIAL NA DIABETES MELLITUS

A Diabetes Mellitus (DM) € uma patologia metabdlica multifacetada que
atinge mais de 340 milhdes de pessoas em todo o mundo; de forma geral,
caracterizada pela capacidade reduzida ou nula de metabolizar glicose, causada pela
deficiéncia absoluta na secrecao de insulina (DM tipo 1) ou pela resisténcia periférica
a insulina associada a resposta inadequada da secrecdo de insulina (DM tipo 2)
(Kumar, 2013). Independentemente do tipo de DM, o quadro de hiperglicemia cronica
desencadeia complicacfes similares a longo prazo, e dentre elas o retardo no
processo de cicatrizacdo de lesbGes epiteliais (Patel et al., 2019). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 20% dos individuos com DM desenvolvem
feridas cronicas, responsaveis por aproximadamente 50%-70% de todas as
amputacdes de membros inferiores no mundo (Vijayakumar, 2019).

Outras complicacbes como a neuropatia periférica, dificultam a
identificacdo de agressores externos e a retirada do estimulo nocivo; disfungbes
vasculares e endoteliais provocam uma reducdo do fornecimento de oxigénio e
nutrientes para o tecido, promovendo um quadro de hipdxia local com consequente
necrose do tecido epitelial (Kavitha, 2014). Estes fatores secundarios a DM sao
facilitadores para o rompimento do tecido cutaneo e consequentemente, o surgimento
das feridas diabéticas.

A partir deste rompimento tecidual, iniciam-se respostas fisioldgicas
complexas que caracterizam o comeco do processo de reparo cerca de 24 horas apos
a leséo (Baum e Arpey, 2005). O reparo tecidual na DM ocorre de forma lenta e
desorganizada, resultando em uma ferida cronica que pode levar de meses a anos
para restaurar a integridade das estruturas (Moura et al., 2019). Em tecido saudaveis,
a cicatrizacdo € descrita como quatro estagios sobrepostos e precisamente
coordenados: homeostase, inflamacao, proliferacéo e remodelacéo. Porém, as feridas
diabéticas apresentam caracteristicas celulares e moleculares que causam a
estagnacao do processo na fase inflamatoria, impedindo a progresséo da regeneracao
(Tan et al., 2021). Esta inflamacéo persistente ocorre devido a uma resposta imune

inadequada que estimula a migracdo excessiva de células inflamatorias, com
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consequente aumento nos niveis de citocinas pro inflamatorias, alta concentracéo de
proteases e baixos niveis de fatores de crescimento (Patel et al., 2019).

ApoOs a resposta imediata de hemostasia com a agregacéo, degranulacao
de plaquetas e a formacao de um coagulo de fibrina, ocorre a transicdo para a fase
inflamatdria, com a vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia de neutrdfilos, primeiras células a chegarem ao tecido
lesado, seguidos por mondcitos e linfocitos. Essas células inflamatoérias sdo atraidas
para o local da leséo por citocinas, incluindo TGF e PDGF (Singer e Clark, 1999; Guo
e Dipietro, 2010). Os neutrdéfilos aderem a parede do endotélio mediante ligagdo com
as selectinas (receptores de membrana) e auxiliam na limpeza da &rea lesada
produzindo radicais livres, considerados essenciais para proteger o organismo contra
bactérias invasoras e outros microrganismos (Silva et al., 2010). E durante a fase
inflamatoéria que ocorre a maior producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
através da bomba respiratoria, estimulada pela migracao de neutrdéfilos e macrofagos
(Kanta et al., 2011).

Os macrofagos com fenétipo pro inflamatorio (M1) migram para a ferida de
48 a 96 horas apés a leséo, essa migracao celular continua o processo de fagocitose
e promove o término do debridamento iniciado pelos neutréfilos, aumentando a
secrecao de citocinas. ApoOs a fagocitose, os macrofagos assumem o fendtipo anti-
inflamatorio (M2), afim de promover a angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz
extracelular, fundamentais para a transicdo na fase proliferativa (Broughton et al.,
2006).

O quadro de hiperglicemia cronica e o estresse oxidativo presentes na DM,
modificam a epigenética dos macréfagos, o que resulta na alteracdo desregulada de
fendtipo e a permanéncia do M1 no tecido, um dos maiores responsaveis pela
estagnacdo do processo regenerativo. Consequentemente, essa funcao prejudicada
dos macréfagos estimula a expressao sustentada de citocinas pro-inflamatérias, e
promove um déficit na expressao de fatores de crescimento, inibindo a proliferacéo de
queratinécitos e fibroblastos (Loot et al., 1991). Além desta alteracdo epigenética,
fatores como a hipoxia decorrente da glicagcdo da hemoglobina, estreitamento dos
vasos sanguineos e complica¢cdes endoteliais, agravam a disfuncéo de macrofagos e
neutréfilos. Estes eventos biolégicos promovem uma fase inflamatéria persistente,

com niveis elevados e sustentados de citocinas pro-inflamatorias, como IL-18 e TNF-



a, impedindo a formacédo do tecido de granulacdo e progressao para a fase
proliferativa, como demonstrado na figura 1.

FASE DE REMODELA(;AO

Depdsito e reorganizagdo de colageno
Formacdo do tecido de granulagao
Maior resisténcia a tragao

FASE PROLIFERATIVA
Angiogénese
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Epitelizagdo Interrupgdo
MEC provisoria

Restaurar a integridade do tecido

FASE INFLAMATORIA

Influxo de células inflamatdrias
Fagocitose

Liberagdo de proteases
Secrec¢do de citocinas pro
inflamatdrias

COAGULACAO '
Agregacdo plaquetdria

Fase estagnada

mm-4mw>»-0

Figura 1: Desordem no processo fisiolégico das fases de reparo na DM (Adaptado de Patel et al.,
2019).

Em tecidos saudaveis, o término da liberacéo de citocinas pro-inflamatorias
acontece cerca de 4 dias apoés a lesao, nesta etapa temos liberacéo de citocinas anti-
inflamatérias (interleucina-10/ IL-10 e Interleucina/ IL-4) que estimulam o inicio da fase
proliferativa ou de granulacéo caracterizada pela reepitelizacdo da epiderme e pelo
reparo da camada dérmica ou mesenquimal subjacente. Esta fase ocorre em quatro
etapas fundamentais (epitelizacdo, angiogénese, formacéo de tecido de granulacédo e
deposicdo de colageno), com a derme restaurada por fibroblastos invasores e
proliferantes que sintetizam e secretam proteinas da matriz extracelular embrionéria
e também liberam fatores de crescimento como TGF-B1 (Clark, 1990; Clark, 1996;
Leask e Abraham, 2004).

Durante a fase proliferativa do reparo da ferida, os fibroblastos produzem
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiolégico (Van, 1967). A parte final da fase

proliferativa € a formacédo de tecido de granulagdo. Os fibroblastos dos tecidos

vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado
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de quiescéncia (Li et al., 2005). O fator de crescimento mais importante na proliferacao
e ativacdo dos fibroblastos é o PDGF, em seguida é liberado o TGF-f, que estimula
os fibroblastos a produzirem colageno do tipo | e a transformar-se em miofibroblastos,
gue promovem a contracdo da ferida (Barrientos et al., 2008). Na DM, a reepitelizacao
é afetada devido a sustentacdo da inflamacgé&o que impede a expressao de marcadores
que estimulam a migracdo de queratindcitos (Bhattacharya et al., 2015; Icli et al.,
2016).

Na fase de maturacdo ou remodelamento, ocorre a deposicao de colageno
de forma organizada. O coldgeno que é produzido de forma inicial apresenta
espessura com menor diametro do que o coldgeno existente na pele normal. Durante
a fase de remodelacédo, a formacéo de tecido de granulacdo cessa, devido a apoptose
das células responsaveis (Mandelbaum et al., 2003; Profyris et al., 2012). Com a
maturacdo da ferida, a composicdo da matriz extracelular sofre alteracdes.: o
colageno tipo Il depositado durante a fase proliferativa € lentamente degradado e
substituido por colageno mais forte, tipo I. Este tipo de coldgeno é orientado como
pequenos feixes paralelos, que diferem drasticamente da orientacdo tecidual do
coldgeno presente na derme normal. Em direcdo aos estagios finais da cicatrizacao,
a ferida sofre uma resposta contratil através da a¢do dos miofibroblastos. Em virtude
de seus multiplos pontos de ligagdo ao coldgeno, essas células ricas em actina
contraem e reduzem a area da superficie da cicatriz (Gurtner, 2007). O sucesso do
reparo tecidual ocorrera quando houver equilibrio entre a sintese da nova matriz e a
lise da antiga, o que ndo ocorre na DM (Lorena et al., 2002). A maturacgéo do tecido é
afetada principalmente pelo aumento significativo de metaloproteinases na ferida
diabética, o que provoca a degradacao excessiva de componentes saudaveis da MEC
com concomitante acumulo errdbneo e variacdo na proporcao dos tipos de colageno,
resultando na formacg&o de um tecido com pouca fungao, incapaz de suportar carga
ou tracdo (Brem et al., 2007; Goovit et al., 2014).

1.2 PAPEL DA IL-18 NA FERIDA DIABETICA

A IL-1B8 é uma das citocinas pré inflamatérias mais conhecidas e
investigadas, sua via de sinalizacéo esta associada a imunidade inata, com ativacao
de cascatas caracteristicas de receptores do tipo Toll-like e cascatas classicas do NF-

kKB e MAP quinases (Nosenko, 2019). A partir destas ativacdes, a IL-1 B desencadeia
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respostas como aumento na expressdo de moléculas de adesdo no endotélio,
associado ao estimulo & expressdo de quimiocinas, que promovem 0 aumento na
atividade de linfocitos e infiltracdo de células inflamatérias para o espaco extravascular
(Naik et al., 2017).

Alguns estudos demonstram que a resposta desencadeada pelo excesso
de IL-1 possui papel patogénico durante o processo de regeneracao da pele e da
cornea, além de ser um agravante na fisiopatologia de muitas doencas inflamatérias,
incluindo diabetes mellitus (Yan et al., 2016). O desequilibrio na sinalizacao
imunolégica é uma das caracteristicas observadas em pacientes diabéticos, onde
niveis elevados de IL-1 desempenham papel central no processo inflamatoério e
impactam o processo de cura de feridas crénicas (Ishida et al., 2006).

Além do estimulo a super expressdo de fatores que contribuem para a
resposta inflamatéria aguda, a IL-1B possui capacidade de atuar sustentando a
ativacdo do inflamassoma em macréfagos na ferida (Agostini et al., 2004). O
inflamassoma por sua vez, promove ainda mais liberagéo de IL-1, mantendo um ciclo
inflamatorio através deste feedback positivo que evita a transicdo do macréfago em
direcdo a um fendtipo anti-inflamatério. O ambiente proé-inflamatoério encontrado em
feridas diabéticas tem o potencial de sustentar um fenétipo de macrofago pro-
inflamatorio, estagnando o processo regenerativo que contribui para a formacao de
feridas cronicas (Dinarello, 2018). Além disso, outros sinais relevantes séao
desencadeados pelo excesso de IL-13, como a senescéncia dos fibroblastos, reducéo
na expressao de fatores de crescimento e degradacédo de proteinas da MEC devido a
altos niveis de metaloproteinases; portanto, o desenvolvimento de moléculas com
capacidade de bloquear IL-1B ou sua sinalizagdo através do seu receptor,
representam uma opcdo promissora para resolucdo da resposta inflamatoria e
progressao do processo regenerativo (Boraschi, 2013).

Sistemicamente, estudos demonstram que o bloqueio desta citocina em
humanos e em camundongos, apresentou capacidade de otimizar o controle glicémico
e a funcdo das células B pancreaticas (Osborn et al., 2008). Na pele, a utilizagéo de
antagonista de IL-1 apresentou capacidade de reduzir a formacgéo de fibrose, além de
induzir a uma mudanca de fenotipo nos macréfagos e aumentar a expressao de
fatores de crescimento na ferida (Thomay et al., 2009). Um estudo de Mirza et al.
(2014), ressalta que a inibicdo de IL-1B in vivo regulou negativamente o fendétipo de

macrofago pré inflamatério e regulou positivamente a expressdo de fatores que
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auxiliam no processo de reepitelizacdo em feridas diabéticas. A distribuicdo simples e
topica de uma matriz projetada através de um antagonista de IL-1, promoveu a
reducdo dos niveis de citocinas pr6 inflamatérias, reducao nos niveis de fibroblastos
senescentes e niveis elevados de fatores de crescimento, com consequente
fechamento acelerado da ferida em camundongos diabéticos (Tan et al., 2021).

Atualmente, diversas ferramentas de bioinformatica sdo utilizadas para
modelar tais moléculas. A bioinformatica é uma area de pesquisa caracterizada como
“a aplicacdo de ferramentas computacionais para organizar, analisar, compreender,
visualizar e armazenar informacdes associadas a macromoléculas bioldgicas”
(Luscombe et al., 2001). Esta area de pesquisa vem crescendo a cada dia, de modo
gue a partir de diversos bancos de dados, programas de visualizacdo das estruturas
primarias, secundarias, terciarias e quaternarias das proteinas, bem como programas
capazes de predizer aminoacidos epitopicos, sdo grandes aliados na producao destas
novas moléculas mais faceis, estaveis e viaveis financeiramente de serem produzidas
(Steiner, 2019).

Portanto, a bioinformatica, possui potencial para o desenvolvimento de um
peptideo com capacidade de atenuar ou inibir a IL-1B no tratamento de feridas
crbnicas ou em outras condi¢cdes inflamatérias onde a sinalizacdo de IL-1R
desempenha um papel patoldgico. Entretanto, apesar de apresentarem resultados
promissores, os inibidores de IL-1 3 atualmente encontrados no mercado e utilizados
em pesquisas possuem custo elevado e vias de administracao invasivas. Em vista do
exposto, a producdo deste peptideo pode acarretar em alto impacto econémico e
social nos sistemas de saude, visto que sua fabricacdo possui baixo custo financeiro.

A estrutura tridimensional da interacéo entre a IL1-Ra e o receptor IL-1R1
foi localizada no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (Zhang et al., 2008). Com
o auxilio do programa de visualizacdo de proteinas Swiss PDB Viewer (Guex e
Peitsch, 1997), os aminoacidos-chaves da IL-1Ra, ou seja, aqueles que possuem
interacdo com o receptor IL-1R1. A partir disso, foram avaliados e selecionados
manualmente os residuos que obtenham intera¢cdo com o receptor IL-1R1 (Neshich et
al., 2004). A partir disto, a sequéncia do peptideo foi proposta com base na
proximidade dos aminoacidos selecionados, como descrito no trabalho Machado de
Avila et al. (2014).
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1.3 FOTOBIOMODULACAO

A fotobiomodulacdo (FBM) é considerada uma intervencdo nao
farmacoldgica que consiste na aplicacdo de uma forma de luz ndo ionizada, a qual
inclui o laser de baixa poténcia (amplificacdo de luz por emissdo estimulada de
radiacéo), diodos emissores de luz e outras luzes com um espectro mais amplo que
varia de visivel a infravermelho (Anders et al., 2015).

Por possuir uma estrutura heterogénea que é constantemente exposta a
luz, o tecido cutaneo responde de forma eficiente a FBM devido a sua propriedade de
absorcao otica que promove a infiltracdo de luz através do tecido (Jacques, 2013). O
comprimento de onda do laser da baixa poténcia entre 600 e 1100 nm acomoda uma
janela ética onde a luz é maximizada por causar diminuicdo da dispersao de luz, que
penetra e descarrega energia de forma efetiva (Yadav-Gupta, 2017; Jacques, 2013;
Oyebode, 2021). A luz vermelha visivel na faixa especifica de 630-700nm possui
capacidade de atingir diretamente as células e ser absorvida pelo sangue total e
componentes na superficie da pele (Yadav-Gupta, 2017).

Uma vez que ocorre a incidéncia do seu feixe de luz sobre a pele, a energia
dos fétons absorvidos ndo é transformada em calor, mas sim em efeitos fotoquimicos,
fotofisicos e/ou fotobioldgicos (Karu, 1999). A FBM se baseia na aptiddo da luz em
causar alteracdes no metabolismo celular por meio de sua absorcao pelas proteinas
heme e citocromo ¢ oxidase localizadas na mitocéndria ou ha membrana plasméatica
da célula, atuando como um fotoaceptor e um foto transdutor de sinal (Karu, 2010;
Passarella, 2014). Esta acdo na cadeia de transporte de elétrons e nas enzimas
enddgenas, desencadeia 0 aumento da producéo de trifosfato de adenosina (ATP) e
permeabilidade da membrana mitocondrial, levando a ativacdo de mensageiros
secundarios que por sua vez ativam as cascatas de sinalizacdo necessarias (Silveira
et l., 2010; Poyton e Ball, 2011).

A proteina citocromo c¢ oxidase (polipeptidio do complexo IV da cadeia
respiratdria) € um croméforo que tem propriedades de absorver a luz irradiada de um
determinado comprimento de onda (Karu et al., 2004; Karu et al., 2008; Santana-Blank
et al., 2010). O aumento na atividade enzimatica desta proteina apoés irradiagdo com
LBP tem sido demonstrado em varios estudos, bem como um aumento na sintese de
ATP ap6és irradiagdo de mitocdndrias isoladas (Yu et al., 1997; Santana-Blank et al.,
2010; Karu, 2010; Chen et al., 2011).
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Figura 2: Possivel mecanismo de acdo do laser na mitocéndria. Moléculas com cobre em sua
composicdo sdo excitadas pelo laser, dessa maneira aumentam a taxa de transferéncia de elétrons do
citocromo ¢ oxidase (Adaptado de Karu, 1999).

As moléculas que possuem cobre em sua composicdo no complexo IV da
cadeia respiratéria, CuA e CuB, sdo consideradas como fotoaceptores, podendo ser
oxidados ou reduzidos e assim aumentar a taxa de transferéncia de elétrons do
citocromo c oxidase (Karu, 1999) (Figura 2). Uma das vias de sinalizacdo do LBP
estaria ligada a excitacdo da molécula fotoaceptora, que parece estimular o
metabolismo celular através de cascatas de reacdes de sinalizacdo celular ou
sinalizacdo mitocondrial retrograda. A sinalizacdo retrograda (oposta ao caminho
comum), leva informacfes do nucleo e do citoplasma para a mitocéndria. Assim, a
sinalizacao retrograda envia informacfes de volta ao nucleo sobre mudancas no
estado funcional da mitocondria (Karu, 2008). Uma destas cascatas envolve a
dissociacao do oxido nitrico do centro catalitico do citocromo c oxidase onde age como
um inibidor. Quando a atividade da enzima é reduzida pela irradiacdo com LBP, o
oxido nitrico dissocia-se do centro catalitico, e esse evento poderia transitoriamente
diminuir essa inibigdo (Karu, 2010).

Apos a irradiagéao, a absorbancia de energia do foton nas células faz com
gue o croméforo assuma um estado eletronicamente excitado, provocando o aumento
do metabolismo celular que resulta em aumento na producdo de ATP e na
permeabilidade da membrana celular, seguida pela ativacdo de metabdlitos
secundarios que desencadeiam uma cascata de sinais intracelulares (Houreld, 2014;

Evans e Abrahamse, 2009). Dentre estes sinais, ocorre a regulacéo de varios fatores
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de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB), proteina ativadora-1 (AP-1),
p53, fator indutivel por hipdxia (HIF) -1, e ativacdo de fator de transcri¢ao / ligacéo de
elemento de resposta a cCAMP proteina (ATF / CREB).

Através desta regulacao génica ocorre o estimulo a proliferacdo, migracao
e remodelacao celular, principalmente via modulacdo na via da PI3K / AKT, via que
atualmente € descrita como uma das responséaveis pela progressdo da DM e suas
complicacbes (Khorami et al., 2015). Extremamente importante no processo de reparo
dos tecidos, a via PI3K / AKT esta envolvida na renovacao e reparacdo de tecidos
lesados, e migracdo de queratindcitos para cicatrizacdo acelerada de feridas
(Squarize et al., 2010; Xiao et al., 2017).

Além disso, a FBM promove a diminuicdo da ativacdo do fator de
transcricao fator nuclear kappa B (NF-kB) e citocinas pro-inflamatorias como IL-18, IL-
6, TNF-a e IFN-y (Pires et al., 2012; Basso et al.,, 2012). Outros efeitos anti-
inflamatérios exercidos pelo laser sdo observados através do estimulo a
microcirculacdo, resultando em mudancas na pressao hidrostatica capilar com
reabsorcdo do edema e eliminacdo do acumulo de metabdlitos intermediarios da
inflamagé&o (Da Silva et al., 2010).

Efeitos também podem ser observados no comportamento dos linfocitos
aumentando sua proliferacdo e ativacdo; nos macréfagos com aumento da fagocitose;
ja nos fibroblastos, ocorre 0 aumento na secrecdo de fatores de crescimento e
absorcao de fibrina e colageno, promovendo formacdo de matriz extracelular, como
descrito na figura 3 (Andrade, 2014).
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Figura 3: Mecanismo de acéo da fotobiomodulagdo no tratamento de feridas diabéticas (Adaptado de
Oyobode et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de uma molécula peptidica inibidora de IL-1
associada ao laser de baixa poténcia na progressao do processo regenerativo de
lesdo epitelial em camundongos diabéticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar a area (cm?) da ferida para avaliar a contracdo do tecido epitelial
nos dias 0 e 6 do tratamento, para verificacao visual da evolu¢édo do processo
de cicatrizacéao;

e Quantificar os niveis proteicos de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias por método ELISA (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-4 e IL-10);

¢ Quantificar os niveis proteicos do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) por ELISA;

e Avaliar a producdo de oxidantes, atividade do sistema antioxidante e o0s niveis

de dano oxidativo;
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3 METODOLOGIA

3.1 SINTESE DO PEPTIDEO

ApoOs obtermos a sequéncia do peptideo proposto, 0 mesmo foi sintetizado
utilizando um protocolo de sintese de peptideos em fase solida conforme descrito por
Merrifield (1969) e adaptado por Machado de Avila et al. (2014), método que consiste
em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre um suporte sélido insoluvel e
depois alongar a cadeia peptidica com a adicdo de sucessivos residuos da porgao C-
terminal para N-terminal e disponivel para aplicacdo apos liofilizacdo. O
desenvolvimento e sintese do peptideo inibidor de IL-1B utilizado nesse trabalho, foi
realizado e cedido em parceria com o0 grupo de pesquisa em Biotecnologia Aplicada
do Laboratoério de Fisiopatologia Experimental — UNESC. A partir de uma revisao
bibliografica associada a analises in vitro ndo publicadas do grupo de pesquisa, a

concentragéo de peptideo utilizada para o tratamento topico foi de 1 (um) mg/ml.
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Este projeto foi submetido para Comissdo Etica para Uso de Animais
(CEUA) da UNESC sendo aprovado com numero de protocolo 05/2021, tendo todos
os procedimentos em conformidade com as diretrizes brasileiras para o uso de
animais com propositos cientificos e didaticos (Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCTI, p.7).
Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6 (8 a 12 semanas, pesando em torno de
20 g), para atender a demanda proposta no projeto. Os animais foram agrupados em
gaiolas especificas, mantidos em temperatura ambiente controlada entre 20 +22 oC,
ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso, alimentados com dieta padréo para
roedores e agua ad libitum.

Primeiramente, o modelo de inducdo de DM ocorreu através da aplicacéo
de estreptozitocina (STZ; Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) seguindo o modelo
experimental mais utilizado e descrito na literatura conforme Furman (2015). No
primeiro dia experimental, 4 horas antes da primeira aplicagédo de STZ, a racéo foi
removida da gaiola. A primeira aplicacéo de STZ foi realizada utilizando seringas de 1
ml e agulhas de 25 G, e a solugcédo de STZ foi injetada via i.p. a 50 mg / kg (1,0 ml /
100 g) nos animais dos grupos determinados. Um volume igual de tampao citrato (pH

4,5) i.p. foi injetado nos animais do grupo controle. Os animais foram devolvidos as
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suas gaiolas com fornecimento a racdo normal e agua com 10% de sacarose. A
aplicacéo descrita acima se repetiu nos proximos 4 dias consecutivos, totalizando 5
aplicacoes de STZ. Seis dias ap0s a primeira aplicacdo, a agua com sacarose foi
substituida por agua normal. A confirmacdo do quadro de hiperglicemia foi realizada
nove dias depois da Ultima aplicacdo de STZ e os niveis de glicose no sangue foram
maiores que 150 mg/dl e/ou estatisticamente maior que nos camundongos controle.
Quatro semanas apos a primeira aplicacdo de STZ, o modelo de leséao
cutanea foi induzido com um molde de 2 cm de comprimento e 2 cm de
largura, delimitando a &rea de leséo na regido do dorso entre as duas escapulas. Apos
a demarcacdo com o molde, foi realizada a exérese do segmento de pele de
espessura total, seguindo modelo de leséo epitelial descrito por Mendes et al. (2020).
Os animais foram distribuidos randomicamente em cinco grupos

experimentais (n:12), sendo eles:

I. Sham + Leséo Epitelial (LE)
II. DM+LE
lll. DM + LE + Peptideo Inibidor de IL-13
IV. DM +LE +FBM
V. DM + LE + FBM-Peptideo Inibidor de IL-13

3.3 TRATAMENTO

O tratamento com FBM e peptideo de forma tépica, iniciou 12 horas apos
a lesdo epitelial e ocorreu diariamente até o quinto dia de experimento, como

demonstrado na figura 3.

Indugdo da DM Indugédo da LE Tratamento diario (5 dias)

Eutanasia

Intervalo de 6 semanas 12 horas 24 horas

> Apheaces cirugi(gisice) um |

iari T.
dia %%dei z segmento da Laser 660 nm L
i.p. (50mglkg) pele Peptideo Inibidor IL-1B: aplicacZo topica

Figura 4: Desenho Experimental.
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No presente estudo, utilizamos o laser AlGalnP com emissédo continua
(comprimento de onda 660 nm; poténcia de pico 30 mW + 20%; tamanho do feixe de
0,06310 cm?; e dose de 1 J/cm? durante 33 segundos) da empresa Laserpulse-
Ibramed (Séo Paulo, Brasil). A irradiacédo foi executada em cinco regifes distintas ao
redor da ferida, com a caneta do laser perpendicular a pele numa distancia de 0,5 cm
por ponto, conforme é descrito por Morrone et al. (1998) demonstrado na figura 4. A
primeira sessao iniciou 12 horas apoés a leséo e foi realizada diariamente até o sexto
dia. A aplicacéo tépica de 1 ml de gel salina ou gel contendo Peptideo Antagonista IL-
1B foi realizada nos grupos determinados. Todos os animais foram anestesiados
durante o tratamento com isoflurano 4% na forma inalatéria para assegurar a

imobilizacéo e aplicacdo correta dos tratamentos.

Figura 5: Modelo de irradiacdo do laser. A figura exemplifica os pontos onde no tratamento foi irradiado
o laser, em cinco regifes das bordas da ferida. (Adaptada de Culttle et al., 2006).

3.4 MONITORAMENTO DOS NIVEIS DE GLICOSE E PESO CORPORAL

O peso corporal dos animais foi mensurado no inicio do estudo
(caracterizada nos graficos como semana 0), e has semanas prévias ao tratamento
até o fim do experimento.

O sangue foi coletado através de uma pequena incisdo na ponta da cauda
dos animais com jejum prévio de 6 horas (Ayala et al., 2010), e a concentracdo de
glicose sanguinea foi mensurada através de um glicosimetro, usando um sistema de
monitoramento de glicose no sangue One Touch Basic para garantir a hiperglicemia
nos individuos expostos ao STZ como descrito por Furmam et al.,, (2015). Para
demonstracao e anélise dos dados os mesmos foram expostos como dados absolutos

de glicose (mg/dL).
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No primeiro dia experimental, antes da administragdo de STZ, a primeira
mensuracao foi realizada apds jejum de todos os camundongos por 6 horas. Este
procedimento foi realizado repetidamente nas semanas 3, 4 e 6 ap0s as cinco
aplicacoes de STZ. Quando os camundongos que receberam STZ atingiram niveis de
glicose no sangue maiores que 150 mg/dl (8,3 mmol/litro) e/ou estatisticamente
maiores do que nos animais controle, os mesmos foram considerados adequados
para estudar mecanismos do estado diabético caracteristicos da Diabetes Mellitus tipo
l.

3.5 EUTANASIA

Vinte e quatro horas ap0s a Ultima sessao de tratamento, a eutanasia dos
animais foi realizada por deslocamento cervical e a borda externa da ferida
cirurgicamente removida e imediatamente processada e armazenada em freezer -80

°C para posterior andlise.

3.6 ANALISE DO TAMANHO DAS FERIDAS

O método fotogréafico € uma alternativa precisa para medir a rea da ferida,
sendo uma técnica apropriada para feridas limpas, contaminadas ou ndo. Imagens
digitais das feridas foram captadas na resolucéo: 3264 x 2448 pixels e analisadas pelo
software IMAGEJ ® 1.51. As imagens das lesGes foram obtidas nos dias 0 e 6 do
experimento, para verificagdo visual da evolucdo do processo de cicatrizacdo e
mensuracao do tamanho delas (area, comprimento e largura) calculando a variacéao
das areas das feridas neste periodo em cm?. Essas mensuracdes foram realizadas
pelo mesmo pesquisador, totalizando 5 mensuragdes de cada ferida e utilizando o

valor médio.
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3.7 IMUNOENSAIO ENZIMATICO

Para dosagem das citocinas foi utilizado o método ELISA de captura
atraveés do Kit Unconted TNF-a, IL183, IL6, IL4, IL10, FGF (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific ELISA). A dosagem foi realizada conforme as instru¢des da bula. Para isso,
foi utilizada uma placa de ELISA, na qual serdo adicionados 100 pL/poc¢o de anticorpo
de captura diluido em tampéo Coating Buffer (1:250), a placa foi incubada overnight a
4 °C. No dia seguinte, retiramos toda a solucdo dos pocos e realizamos trés processos
de lavagens com 250 pL/poco de tampao de lavagem. O bloqueio da placa foi feito
com 200 pL/poco de diluente ELISA/ELISPOT (1X) e a incubacgéo ocorreu por uma
hora a temperatura ambiente. Passado o periodo de incubacédo, toda a solucao foi
retirada e realizamos dois processos de lavagens com 250 pL/poco de tampéo de
lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 pL/po¢o das amostras (sobrenadante
celular) e incubadas overnight a 4 °C, para sensibilidade maxima. No dia seguinte,
toda a solucéo foi retirada e cinco processos de lavagens com 250 pL/poco de tampéao
de lavagem foram realizados. Feito isso, foram adicionados 100 pL/poco de anticorpo
de deteccédo diluido em ELISA/ELISPOT (1:250) em todos os poc¢os e incubados a
temperatura ambiente durante uma hora. Passado o periodo de incubacéo, toda a
solucéo foi retirada e cinco processos de lavagens com 250 pL/pogo de tampéo de
lavagem foram realizados. Em seguida, foram adicionados 100 pL/poco de
Streptavidin-HRP e incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apés esse
periodo, toda a solucéo foi retirada e cinco processos de lavagens com 250 uL/poco
de tampdao de lavagem foram realizados. Adicionamos 100 pL/pogo de Solugdo TMB
23 (tetrametilbenzidina) (1X) e incubamos em temperatura ambiente por quinze
minutos. Por fim, foram adicionados 100 pL/poco de solucédo de parada. Em seguida,
a placa foi analisada em um leitor de placas por absorbancia, no comprimento de onda
de 450 nm. Todas as andlises foram realizadas em duplicadas visto que a amostra
utilizada foi o homogeneizado da pele retirada. Na mesma placa, foi realizado uma
curva de concentracdo, com a amostra padrao do kit. A realizacdo da curva de
calibracédo, garante a qualidade do teste que esta sendo realizado e possibilita que

seja realizado os calculos para dosagens em pg/mL das citocinas.
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3.8 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.8.1 Determinacdo intracelular de 6xido nitrico

Indicador da Formagcéo de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do
metabolito estavel nitrito. Para mensurar o conteddo de nitrito, as amostras foram
incubadas com reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1
(naphthylethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia
medida a 540 nm. O conteudo de nitritos foi calculado com base numa curva padrao
de 0 a 100 nM realizada com o metabdlito nitrito de sodio (NaNO3z). Os resultados
foram calculados em pmol Nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.8.2 Marcadores de dano oxidativo

Conteudo de Sulfidrila

Para determinar grupamentos tiéis totais na amostra foi utilizado o reagente
de cor (DTNB), que reduziu os grupos tiéis gerados, formando um derivado amarelo
(TNB), mensurado espectrofotometricamente em um aparelho spectramax a 412nm
(Aksenov e Markesbery, 2001).

Carbonilacédo de Proteinas

A oxidacdo de proteinas foi determinada mediante a quantificacdo de
proteinas carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a
dinitrofenilhidrazina. Essa reacéo gera a formacéo de hidrazonas correspondentes. O
conteudo de carbonilas foi determinado espectrofotometricamente a 370nm como
previamente descrito por Levine et al. (1990). Os resultados foram calculados como
nmol/mg de proteina empregando o0 coeficiente de extingdo molar de
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M-1. cm-1.
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3.8.3 Defesas antioxidantes

Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada através de uma inibicdo da oxidacao da
adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese (1987). As amostras de homogenado
de tecido epitelial foram homogeneizadas em tampéao de glicina. Os volumes de 5, 10
e 15ul foram retiradas da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de agua
destilada), tampéo de glicina 175-185mL (0,75g em 200 ml de agua destilada a 32°C,
pH 10,2), 5ul adrenalina (60mM em agua destilada +15ml/ml de HCI fumegante) foram
adicionados. As leituras foram realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em
leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por

miligrama de proteina (U/MG de proteina).

Conteldo de Proteinas

O teor de proteina a partir do homogenado de tecido epitelial foi ensaiado
utilizando albumina de soro bovino como um padréo, de acordo com Lowry (1951). O
reagente fosfomolibdico-fosfotingstico (Folin fenol) foi adicionado afim de obter sua
interagdo com o conteudo proteico; com absorbancia lida a 750nm em
espectrofotometro.

3.9 PROCEDIMENTO PARA ANALISE DE DADOS

Os dados foram expressos em média e erro padrdo médio e analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post
hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico é de P<0,05.
Como pacote estatistico, 0 SPSS (StatisticalPackage for the Social Sciences) versao
17.0 foi utilizado.
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4. RESULTADOS

4.1 MONITORAMENTO DOS NIVEIS DE GLICOSE E PESO CORPORAL
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Figura 6: Representacdo esquematica da evolugdo temporal da diabetes induzida por STZ (A). Os
camundongos foram expostos a inje¢do de STZ (50 mg/kg) ou PBS (Sham+LE) por 5 dias consecutivos,
mudancas tipicas nos niveis de glicose no sangue sao ilustradas. Peso corporal total (B) mensurado
ao longo das semanas. Os dados sédo apresentados em Média + EPM, no qual: #p<0,05 v.s Grupo
Sham+LE (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

Afim de confirmar o quadro de hiperglicemia causada pelo modelo
experimental de DM tipo I, a figura 6 (A) representa o monitoramento dos niveis de
glicose no sangue dos camundongos C57BL/6 apds aplicacdo de STZ. E possivel
observar que 0s animais expostos ao STZ apresentam niveis estatisticamente

elevados de glicose em mg/DI quando comparados ao grupo Sham+LE (p<0,05) a
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partir da quarta semana apoés a finalizacdo das aplicagbes de STZ, confirmando o
quadro de hiperglicemia. Quanto a analise do peso corporal, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos.

4.2 AVALIACAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS E FATOR DE CRESCIMENTO

Na figura 7 estdo representados o0s niveis proteicos de citocinas proé-
inflamatérias IL-1B, TNF-a (figura 7 A e 7 B). Observou-se que os niveis de TNF-a em
todos os grupos tratados apresentaram uma diminuig&o significativa comparados aos
grupos Sham+LE e DM+LE (valor de p<0,05), assim como a reducédo estatistica do
grupo DM+LE+FBM+pIL-1B (***p<0,001). Com relacédo aos niveis de IL-1B, o grupo
DM+LE apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo Sham+LE
(p<0,05). J&4 os grupos tratados com as terapias isoladas (DM+LE+FBM e
DM+LE+pIL-1B) apresentaram reducao significativa de IL-18 com relacdo ao grupo
DM+LE, mas somente o grupo DM+LE+FBM+plL-1B apresentou uma reducao

estatisticamente relevante (**p<0,01).
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Figura 7: Efeitos do tratamento com FBM e/ou Peptideo Inibidor de IL-1f3 sobre niveis proteicos de
interleucinas pré inflamatdrias: IL13, TNFa em camundongos diabéticos. Os dados s&o apresentados
em Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo DM+LE; **p<0,01 v.s Grupo DM+LE; ***p<0,001 v.s
Grupo DM+LE; ****p<0,0001 v.s Grupo DM+LE; #p<0,05 v.s Grupo Sham+LE (ANOVA de uma via
seguido de teste post hoc de Tukey).
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Quanto aos niveis proteicos de citocinas anti-inflamatorias, € possivel
observar na figura 8 que os grupos DM+LE e DM+LE+FBM apresentaram reducao
significativa de IL-4 quando comparados ao grupo Sham+LE (p<0,05). Apenas o grupo
DM+LE+FBM+pIL-1B apresentou aumento significativo nos niveis de IL-4 quando
comparado ao grupo DM+LE (p<0,05). Com relagdo aos niveis de IL-10, o grupo
DM+LE demonstrou reducdo significativa quando comparado ao grupo Sham+LE
(p<0,05). Os grupos tratados de forma isolada (DM+LE+FBM e DM+LE+pIL-1B) ndo
apresentaram niveis proteicos estatisticamente diferentes; ja o grupo
DM+LE+FBM+pIL-1B, apresentou aumento significativo de IL-10 quando comparado
ao grupo DM+LE (p<0,05). Ao analisarmos o fator de crescimento TGF-f3, observa-se
uma reducao significativa dos niveis proteicos no grupo DM+LE quando comparado
ao grupo Sham+LE (p<0,05). Porém, no grupo DM+LE+FBM+pIL-1B ha um aumento
nos niveis de TGF-B quando comparado ao grupo Sham+LE (p<0,05) e quando
comparado ao grupo DM+LE (p<0,0001); enquanto os grupos tratados isoladamente

nao apresentaram diferenca significativa (figura 8).
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Figura 8: Efeitos do tratamento com FBM e/ou Peptideo Inibidor de IL-13 sobre niveis proteicos de
interleucinas anti-inflamatérias: IL-4 e IL-10 e niveis do fator de crescimento TGF- B em camundongos
diabéticos. Os dados sdo apresentados em Média £ EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo DM+LE; **p<0,01
v.s Grupo DM+LE; ***p<0,001 v.s Grupo DM+LE; ****p<0,0001 v.s Grupo DM+LE; #p<0,05 v.s Grupo
Sham+LE (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.3 MARCADORES DE ERN, DANO OXIDATIVO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Como marcador secundario a producdo de 6xido nitrico, os niveis de
nitrito foram avaliados e demonstrados na figura 9 (A), onde o grupo DM+LE
apresentou aumento quando comparado ao grupo Sham+LE; enquanto os grupos
DM+LE+FBM e DM+LE+FBM+pIL-1p apresentaram redugdo significativa quando
comparado ao grupo DM+LE. Ao avaliar o dano oxidativo através dos niveis de
carbonil (figura 9 B), observa-se aumento significativo no grupo DM+LE quando

comparado ao grupo Sham+LE (p<0,05), enquanto todos os grupos tratados
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apresentaram reducdo nos niveis de carbonil quando comparado ao grupo DM+LE
(p<0,01). Quanto ao conteudo de grupamento tiois (figura 9 C), os grupos DM+LE,
DM+LE+FBM e DM+LE+pIL-1B demonstraram redugdo significativa quando
comparados ao grupo Sham+LE, ja o grupo DM+LE+FBM+pIL-1B ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. A andlise de defesa antioxidante realizada
através da atividade enzimatica da superéxido dismutase (figura 9 D), demonstra uma
reducao significativa de SOD nos grupos DM+LE e DM+LE+FBM quando comparados
ao grupo Sham+LE (p<0,05); enquanto o0s grupos DM+LE+pIL-18 e
DM+LE+FBM+pIL-1B nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 9: Efeitos do tratamento com FBM e/ou Peptideo Inibidor de IL-1B sobre niveis de nitrito (A),
marcadores de dano oxidativo: Carbonil (B) e Sulfidrila (C) e de defesa antioxidante: SOD (D) em
camundongos diabéticos. Os dados sao apresentados em Média £ EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo
DM+LE; **p<0,01 v.s Grupo DM+LE; ***p<0,001 v.s Grupo DM+LE; ****p<0,0001 v.s Grupo DM+LE;
#p<0,05 v.s Grupo Sham+LE (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.4 ANALISE DO TAMANHO DA AREA DAS FERIDAS
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Figura 10: Efeitos do tratamento com FBM e/ou Peptideo Inibidor de IL-1B sobre parametros de
reducdo da &rea das feridas em camundongos diabéticos. Os dados sao apresentados em Média +
EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo DM+LE; **p<0,01 v.s Grupo DM+LE; ***p<0,001 v.s Grupo DM+LE;
**+*n<0,0001 v.s Grupo DM+LE; #p<0,05 v.s Grupo Sham+LE (ANOVA de uma via seguido de teste
post hoc de Tukey).

Ao avaliamos o tamanho da area da ferida, representada pela reducéo da
area (figura 10), somente o grupo DM+LE+FBM+pIL-1B demonstrou aumento na
reducdo da area quando comparado ao grupo Sham+LE e quando comparado ao
grupo DM+LE. Enquanto os grupos DM+LE+FBM e DM+LE+pIL-1B8 né&o
demonstraram diferenca significativa quando comparados ao grupo Sham+LE e

quando comparado ao grupo DM+LE.
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5 DISCUSSAO

Diversas respostas fisiologicas prejudicadas estdo envolvidas na patogénese
da ferida diabética e de forma conjunta, sdo responsaveis por paralisar o processo
regenerativo. Dentre eles, o quadro de estresse oxidativo e a inflamacéo sustentada
com niveis elevados de citocinas pré inflamatorias, correspondem aos mecanismos
com maior complexidade que levam a diferenciacdo e migragao celular prejudicadas.
Evitar que o processo cicatricial ocorra de forma lenta e incompleta é um dos maiores
desafios no tratamento de lesdes epiteliais; a longa duracdo da fase inflamatéria &
uma das principais causas por impedir a formacdo do tecido de granulacao,
prologando a exposicéo tecidual a infeccoes (Zhao et al., 2016). Devido a isto, o
propésito deste estudo busca desenvolver terapias capazes de suprimir o processo
inflamatorio e atuar em diversas fases da regeneracéo tecidual.

Neste estudo, os animais dos grupos experimentais com DM apresentaram
confirmacdo do quadro de hiperglicemia através do monitoramento de glicose no
sangue (figura 6 A), que demonstra um aumento crescente da glicemia durante a fase
experimental, com niveis maiores que 150 mg/dL (8,3mmol/litro) e significativamente
maiores nos grupos que receberam STZ quando comparado ao Sham+LE; fato que
caracteriza o modelo de DM tipo | (Furman, 2015). Associado ao aumento de
marcadores que corroboram com os mecanismos classicos da fisiopatologia da ferida
diabética, com caracteristicas do quadro de estresse oxidativo e de inflamacao
sustentada observados nas figuras 7 e 9.

Na ferida diabética os estimulos nocivos sao multifatoriais e frequentes, o que
amplifica a resposta inflamatéria e provoca uma infiltragéo excessiva de neutrofilos no
local da lesédo (Zhao et al., 2016). Este excesso de fagocitose promove aumento na
producdo de EROs, dano direto a MEC, senescéncia celular prematura e
principalmente, perturba o equilibrio entre a secrecéo de citocinas pré-inflamatorias,
guimiocinas, proteases e seus inibidores (Eming et al.,, 2007). Assim como 0sS
neutrofilos, macrofagos com fenétipo pro inflamatério induzem a producéo de IL-1B e
TNF-q, citocinas que aumentam a produgédo de MMP e reduzem os niveis dos seus
inibidores teciduais (TIMPs) (Mast, 1996). Este desequilibrio aumenta a degradacao
de MEC, prejudica a migragéo celular e reduz a proliferagdo de fibroblastos, formando
produtos que desencadeiam cascatas de sinalizacdo inflamatoria e alimentam um

processo inflamatdrio capaz de se perpetuar (Zhao et al., 2016).
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Neste estudo, a exposi¢cao aguda ao tratamento da leséo epitelial com FBM e
com inibidor de IL-1B promoveram redugéo significativa dos niveis de IL-13, com
diferenca estatistica relevante no grupo com associacao das duas terapias quando
comparado ao grupo DM+LE (p<0,01). Houve também reducé&o dos niveis de TNF-a
nos grupos com aplicacdo das intervencdes isoladas, porém com diferenca
estaticamente maior no grupo DM+LE+FBM+pIL-18 (p<0,001). Dados que
demonstram a eficacia das terapias no controle da producdo de marcadores pro
inflamatorios.

Quanto a avaliagdo dos niveis de citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-10,
somente 0 grupo em que as terapias foram associadas (DM+LE+FBM+plIL-13)
apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo DM+LE. Percebe-se
gue apenas a associacao da atenuacdo da sinalizacdo de IL-1 em conjunto com a
FBM foi capaz de promover a reducdo de citocinas pré inflamatorias com
concomitante aumento de citocinas anti-inflamatoérias, demostrando a eficacia da
associacdo das terapias em romper com ciclo vicioso caracteristico da resposta
aguda. A presenca destas interleucinas anti-inflamatdrias caracteriza o inicio da fase
de reparo, com estimulos a proliferacao e diferenciacéo celular pelas células satélites,
a deposicdo de colageno e a angiogénese (Tidball e Villalta, 2010), e € considerado
indicador de troca fenotipica, sinalizando macrofagos M2, os quais estdo presentes
em fases posteriores do processo de regeneracdo, provendo remodelacao tecidual
com sintese de MEC (Chazaud, 2016) e liberacao de fatores de crescimento (Arnold
et al., 2007).

De forma sinérgica e persistente, a hipdxia e a hiperglicemia provocam eventos
gue aumentam significativamente a producao de citocinas pro inflamatérias. Estudos
demonstram que a hiperglicemia induz de forma especifica a producéo de IL-18 em
células endoteliais, mondcitos, células das ilhotas pancreéticas e macrofagos. A IL-13
é produzida pela clivagem da pr6-IL-1p3 pela caspase-1, uma cisteina protease ativada
por um complexo proteico denominado inflamassoma e sua via de sinalizacdo é
descrita como parte de um ciclo de feedback positivo que sustenta o fenétipo proé-
inflamatorio dos macréfagos e desta forma impede a finalizacdo da inflamacéo. Uma
vez no meio extracelular, a IL-13 interage com seu receptor IL-1R e inicia respostas
inflamatdrias por meio da transducéo de sinal semelhante a sinalizacéo ativada pelos
receptores Toll-like, resultando na ativacdo dos fatores de transcricdo NF-kB e p38

MAPK. Por sua vez, a ativacdo de NF-kB por IL-1 comeca com a formacdo de um
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complexo entre MyD88, adaptador de quinase associada ao receptor IL-1 (IRAK) e
IRAK-2 e possui por fim, a expressdo de genes inflamatorios; em particular os que
codificam IL-8, proteina quimioatraente de mondcito 1 e ciclooxigenase 2 (Weber,
2010; O’Neill, 2000). Em adicéo, ocorre ativacdo das proteinas quinases ativadas por
estresse como p38, IJNKs, quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) e
proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKs) (Kaneko et al., 2019). Segundo
Tan et al. (2021), a sinalizacéo de IL-1R € um fator chave que impede o fechamento
da ferida na condicao diabética que nos leva a explorar a inibicdo desta via por meio
de um peptideo antagonista.

A partir destas cascatas, a IL-1 liberada serve como um sinal paracrino a
producdo de colagenase pelos fibroblastos para produzir prostaglandinas e
colagenase, expressar selectinas e orientar a quimiotaxia continua de linfécitos em
direcdo ao local da lesdo (Dinarello e Wolff, 1993). Estes fatores explicam a
importancia de romper com um ciclo pré inflamatério vicioso desencadeado pela IL-
1B e que devido a sua acao pleiotropica, o controle dos receptores de membrana foi
alvo terapéutico deste estudo e corresponde a um dos trés niveis principais de
intervencao para atenuar suas atividades (Weber, 2010).

Segundo Mirza et al. (2013), o excesso nos niveis de TNF- a e IL-1 B est4
diretamente relacionado ao infiltrado excessivo e persistente de macrofagos M1 na
ferida diabética, que falham em regular positivamente os fatores associados a cura. A
aplicacdo de um anticorpo neutralizante de IL-18 em cultura de macréfagos
demonstrou capacidade de inibir a expressao de marcadores como MMP-9, TNF- a e
romper com o feedback positivo de producdo de IL-1, que por sua vez regula
negativamente o fenotipo de macréfago pré inflamatorio (Mirza et al., 2013). Desta
forma, a reducéo destes marcadores encontradas neste estudo sugerem a reducéo
do infiltrado inflamatério e a modificacdo dos macréfagos em direcdo a um fendtipo
anti-inflamatério.

Com proposta semelhante a presente pesquisa, o estudo de Tan et al. (2021),
através do uso de uma proteina recombinante do antagonista de IL-1R1 em um
sistema de liberacdo controlado demonstrou maiores concentragdes nos niveis de
citocinas anti-inflamatorias, atribuido a um maior niumero de macrofagos M2 capazes
de estimular a expressao de fatores de crescimento e promover o fechamento da
lesdo. Doses extremamente altas de Anakinra, antagonista de IL-1, demonstraram

modulagdo do processo inflamatério e fechamento acelerado de feridas diabéticas
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(Perrault et al., 2018), contudo sua administracdo repetitiva pode levar a efeitos
colaterais como imunogenicidade e infecgcbes (Ramirez et al.,, 2018; Cabral et al.,
2016).

Associado a atenuacdo da via de sinalizacdo desencadeada pela IL-1f,
estudos descrevem a FBM como uma terapia capaz de modular o processo
inflamatdrio agudo com reducgéo da secrecao de citocinas proé inflamatorias in vitro em
fibroblastos humanos com DM, o que corrobora com os resultados in vivo encontrados
neste estudo (Layegh et al., 2020). Segundo Rocha et al. (2012), esta reducédo de
marcadores pro inflamatérios € atribuida a capacidade da FBM em modular a
expressdo da COX2; ademais um estudo clinico relatou o efeito do laser 660nm em
feridas diabéticas na reducdo da expressdo génica de citocinas inflamatdrias,
contribuindo para contracao epitelial (Ruh et al., 2018). Além disso, segundo Houreld
et al. (2010), a irradiagdo com laser de baixa poténcia desempenha melhora na
viabilidade e proliferacdo celular, além de aumento na expresséo de citocinas anti-
inflamatoérias em linhagem celular de fibroblastos. Este estimulo da FBM ao
crescimento celular ocorre através da regulacdo da expressao de genes envolvidos
na proliferagédo, migragéo e remodelagao celular (Mokoena et al., 2020); a modulag&o
da via de sinalizacdo PI3K / AKT é de extrema importancia no processo de reparo dos
tecidos, envolvida na migracao de queratindcitos (Squarize et al., 2010).

Desta forma, a FBM atua de forma conjunta na modulacéo da inflamacéo e no
estimulo a fase proliferativa, com expressédo de fatores de crescimento, incluindo o
TGF-B, responsavel por regular a estimulacéo de crescimento e diferenciacao celular
no processo de cicatrizacao de feridas (Oyobode et al., 2021). Neste estudo, somente
o grupo irradiado com FBM em conjunto com o peptideo inibidor de IL-13 apresentou
aumento significativo de TGF- B quando comparado aos grupos Sham+LE e DM+LE,
indicando o inicio da fase proliferativa seis dias ap6s a lesdo. O TGF-p por sua vez,
atua na inducdo da producdo de colageno em fibroblastos da pele por meio de
transicao de fibroblasto para miofibroblasto, principalmente por ativar a via intracelular
SMAD (Dang et al. 2011). Estudos in vitro mostram que o TGF-f3 estimula a formacéo
de tecido de granulacdo por aumentar a expressao de genes associados a formacao
de MEC, incluindo fibronectina e o receptor de fibronectina (Greenwel et al., 1997), e
promover a regulagéo positiva do fator de crescimento angiogénico VEGF (White et
al., 2000; Goldberg et al., 2007). Estudos, como o de Merwin et al. (1991); Tyrone et
al. (2000) e Meckmongkol et al. (2007) mostraram que o TGF-3 desempenha um papel
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importante na contragao da ferida, facilitando a contragdo de fibroblastos da matriz de
coldgeno, estimulando a migracdo de queratondcitos e sendo considerado potente
estimulante da neovascularizacao e do rearranjo vascular (Merwin et al., 1991). Além
disso, os genes que codificam MMP tém um elemento inibidor dependente de TGF-
na regiao promotora, que infrarregula a expresséo génica e impede a degradacao
excessiva de colageno (Patel et al., 2019).

Além de uma relacdo diretamente proporcional entre a resposta inflamatoria
sustentada e a geracdo de espécies reativas (Supinski e Callahan, 2007), na DM o
estresse oxidativo desempenha papel importante na complicacdo do processo
cicatricial (Patel et al., 2019). Fatores secundarios a DM como a hipdxia tecidual
causada pela glicacdo da hemoglobina e a interacdo dos produtos finais de glicacéo
avancada (AGE) com receptores na superficie endotelial, provocam o aumento na
producdo de espécies reativas e tornam a ferida um ambiente altamente oxidante
(Deng et al., 2021). Como resposta a estes estimulos, neutrofilos geram radicais livres
durante a fagocitose (Smith et al., 2008) e provocam danos celulares secundarios,
como a lesdo a membrana da célula com consequente disfuncdo mitocondrial e
escape de elétrons através da cadeia de transporte (CTE), eventos considerados fonte
de elevada producdo de EROS envolvidos em uma série de mecanismos de morte
celular (Drose e Brandt, 2012). A nivel nuclear, a resposta inflamatoria irregular
provoca a expressao génica aumentada de ATF-3 e iINOS, diretamente relacionados
com estrese oxidativo e aumento na atividade das caspases-3 e 9 responsaveis pela
diferenciacao celular prejudicada e fase de remodelagéo no processo de cicatrizagao
(Patel et al., 2019).

Ademais, segundo Dworzanski et al. (2020), individuos com DM tipo 2
apresentam reducdes significativas na atividade de enzimas antioxidantes a longo
prazo; fato atribuido ao NrF2, um fator de transcricdo chave na expressado génica de
agentes antioxidantes que possui funcéo prejudicada na DM (Teena et al., 2020). Nos
resultados obtidos pela presente pesquisa € possivel identificar estas caracteristicas
de desregulacéo redox atraves dos niveis elevados de nitrito, elevados niveis de dano
proteico e aos grupamentos tiois, associado a baixa atividade antioxidante no grupo
DM+LE. Porém quando interpretados em conjunto, o grupo DM+LE+FBM+pIL-1(3
apresentou tendéncia a regulagcdo do estado redox através da reversdo dos

parametros descritos anteriormente.
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A reducdo nos niveis de nitrito, com reducdo dos parametros de dano
oxidativo demonstra a capacidade das terapias associadas em reduzir o ambiente
altamente oxidativo da ferida diabética; desta forma, sugere-se reducdo do dano em
macromoléculas, incluindo componentes da MEC, e reducdo do distarbio no
funcionamento de fibroblastos e queratinécitos (Rajendran, 2021). Este equilibrio
redox observado corrobora com os achados deste estudo acerca da atenuacéo do
processo inflamatério agudo, com consequente reducdo da atividade de células
inflamatorias e producdo de oxidantes. Em conjunto com a inibicdo de IL-18,
estudos demonstram a capacidade da FBM em reduzir espécies reativas do
nitrogénio e otimizar o sistema antioxidante, principalmente nos estagios iniciais

do processo de reparo tecidual (Mendes et al., 2020).

Ao mensurar e quantificar a area total da lesdo em cmz, os resultados desta
pesquisa demonstram que apenas o0 grupo DM+LE+FBM+plIL-13 apresentou maior
contracdo da ferida quando comparado aos grupos Sham+LE e DM+LE. Este
achado indica que apesar da FBM atuar de forma importante na reducao da area
através de seus efeitos bioestimulatorios, apenas a irradiacdo nao foi capaz de
reduzir o tamanho da ferida; assim como somente a aplicacao topica do peptideo
nao demonstrou contracao epitelial significativa. Isto se deve a complexidade de
eventos celulares simultdneos que ocorrem na fisiopatologia da ferida diabética, o que
torna necesséario o desenvolvimento de abordagens com combinacgfes terapéuticas

capazes de agir em diferentes fases do processo regenerativo (Patel et al., 2019).

Através da atenuacédo da sinalizacdo da IL-1B associada a irradiagdo com
FBM, foi possivel modular a fase inflamatéria, o que permite a transi¢cao e entrada na
fase proliferativa vinculada a deposicdo de fibroblastos e formacdo de MEC. Um
estudo de Tan et al. (2021), ressaltou que a expressédo de CD206 foi maior nas
feridas tratadas com uma plataforma contendo um antagonista de IL-1, o que
indica a polarizacdo de macréfagos em dire¢cdo a um fenétipo anti-inflamatério e
consequentemente, expressdo de fatores de crescimento, angiogénese e
fechamento da ferida. Além disso, macrofagos M1 e a IL-1[ ativam cascatas que
provocam a senescéncia de fibroblastos dérmicos, um dos principais obstaculos na
formacao de novo tecido, contribuindo para a cronicidade da leséo epitelial

(Krzyszczyk et al., 2018). Em conjunto com os mecanismos da FBM, que além de
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desempenhar efeitos sob parametros inflamatérios ja descritos, age em mecanismos
que promovem o estimulo a fase proliferativa com a migracdo de células-tronco
epidérmicas, fibroblastos e queratindcitos (Khadra et al., 2004). Dados semelhantes
foram reportados por Silveira et al. (2009) em que o LBP auxiliou na cicatrizacao e
reducdo do tamanho da ferida 3 e 10 dias ap0s a inducdo da lesédo epitelial.
Diante dos resultados obtidos neste estudo, é possivel observar que
apenas a associacao das terapias foi capaz de favorecer o processo de regeneragao
tecidual, acelerando a contracdo epitelial e deposicéo de tecido. A contracao epitelial
significativa € consequéncia dos mecanismos de acao das intervencdes terapéuticas
acerca do processo inflamatorio ao evitar a sua estagnacao, bem como ao estimular
a producédo de marcadores anti-inflamatdérios e fator de crescimento que proporcionam
a progressao da regeneracao, além de evitar o dano oxidativo a macromoléculas que
de forma secundéria, atuam na inflamacdo ao desencadear a morte celular por
necrose. Observa-se 0 potencial terapéutico no desenvolvimento de um peptideo
capaz de promover atenuacao da resposta desencadeada pela IL-1B, através de uma
tecnologia acessivel e com boa reprodutibilidade, associado a terapia por FBM no

tratamento de feridas diabéticas.
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6 CONCLUSAO

A associacdo da aplicacao topica de um peptideo inibidor de IL-1p com a
FBM provocou simultaneamente a reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias,
aumento de citocinas anti-inflamatorias, aumento de TGF- e manutengao do estado
redox celular com consequente reducdo no tamanho da ferida em cm? seis dias apos
a lesdo; desta forma, ocorreu aceleracao da reepitelizacdo por romper o ciclo vicioso
do processo inflamatorio caracteristico da DM. Destacamos que o desenvolvimento
desta nova molécula através da biotecnologia peptidica representa uma intervencao
tecnolégica com boa acessibilidade e estabilidade, com potencial de impactar o
sistema econdmico e social.

Contudo, mais estudos sdo necessarios acerca da toxicidade, efeitos
adversos e afinidade do peptideo utilizado com seu receptor in vitro e in vivo, afim de
fundamentar os dados encontrados; assim como analise de expressao genica e

histomorfoldgica do tecido formado em diferentes prazos de analise.
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