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RESUMO

A cada ano o numero de pessoas com diabetes aumenta consideravelmente. Até o
ano de 2014, foram registrados mais de 414 milhdes de casos da doenca em todo o
mundo. Um grande problema é o crescente aumento no numero de casos de
pacientes diabéticos que desenvolvem ulceras nos membros inferiores, complicacao
decorrente principalmente do controle glicémico inadequado, além do desequilibrio
na fase inflamatoria durante o processo de regeneracao tecidual, que muitas vezes,
acaba levando a amputacdo dos membros inferiores. A partir deste panorama, do
aumento de casos da doenca e também do aumento no numero de complicacdes
derivadas da diabetes, sdo necessarias novas estratégias terapéuticas, que visem
minimizar o desenvolvimento destas Ulceras até casos mais graves. A terapia celular
associada ao uso de biomateriais, produzidos através de processos de engenharia
tecidual, representam uma nova alternativa para tratamentos atuais. O uso da fragéao
de células mononucleares da medula 6ssea tem se mostrado um importante aliado
neste processo, por ser uma fonte de facil acesso e com a possibilidade de obtencéo
de grande quantidade de células. Este estudo teve como objetivo principal avaliar se
o0 uso de um biomaterial como curativo biolégico, associado ou ndo as células da
fragdo mononuclear da medula Ossea, seria capaz de melhorar a resposta
regenerativa de lesdes ulcerosas, reduzindo o tempo de cicatrizagcdo. Por meio do
uso da estreptozotocina, foi possivel criar um modelo animal de diabetes em ratos
Wistar, seguido da realizagcdo de uma lesdo no dorso do animal para simular uma
ferida ulcerosa, frequentemente presente em membros inferiores de diabéticos. Por
meio de andlises macroscopicas, com o0 uso de imagens, foi possivel observar que
0s animais tratados com o biomaterial associado a fracdo de células mononucleares
da medula éssea, tiveram uma taxa de regeneracdo significativamente melhor nos
primeiros 2 dias apés a formacdo da lesdo, quando comparado com 0s outros
grupos aos quais foram aplicados somente o biomaterial ou sem tratamento. Além
disso, analises dos cortes histoldégicos corados com hematoxilina e eosina,
possibilitaram definir o grau de regeneracdo de cada animal, levando em
consideracao a reepitelizacao da lesdo e a abundéancia de infiltrado inflamatério. Os
resultados obtidos indicam que o uso da fracéo de células mononucleares da medula
O0ssea associado ao biomaterial pode ser um aliado terapéutico na regeneracado de
Ulceras de diabetes.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus. Ulcera. Estreptozotocina. Células-Tronco.
Engenharia Tecidual.



ABSTRACT

Every year the number of people with diabetes increases considerably. By the year
2014, more than 414 million cases of the disease have been registered worldwide. A
major problem is the increasing number of diabetic patients who develop ulcers in the
lower limbs, a complication mainly due to inadequate glycemic control, besides the
imbalance in the inflammatory phase during the process of tissue regeneration,
which often leads to amputation of the lower limbs. The increase number of cases
and complications derived from the diabetes require the development of new
therapeutic strategies to minimize the development of these ulcers to more severe
cases new therapeutic strategies are necessary, aiming to minimize the development
of these ulcers that leads to a poor quality of life due to ulcers, and ultimately,
amputations. Cell therapy associated with the use of biomaterials, produced through
tissue engineering processes, represents a new alternative for current treatments.
The use of bone marrow mononuclear cells has shown to be an important ally for the
healing process, since they are a good quality and abundant cells of easy access.
The purpose of this study was to evaluate whether the use of a biomaterial as a
biological dressing, associated or not with bone marrow mononuclear cells, would
improve the regenerative response of ulcer lesions, reducing the time of healing.
Streptozotocin was used to induce diabetes in Wistar rats. To simulate an ulcer
wound, a punch was created on the animal's back. The macroscopic analysis have
shown that the animals treated with the biomaterial associated with the bone marrow
mononuclear cells, had a significantly better regeneration rate in the first 2 days after
the formation the wound formation, when compared with the other groups where only
the biomaterial was applied or did not received any treatment. In addition,
histological sections stained with hematoxylin and eosin, allowed to define the degree
of regeneration that each animal have undergone, taking into account the
reepithelialization and abundance of inflammatory infiltrate. Our results indicate that
the use of the bone marrow mononuclear cells fraction associated with the
biomaterial may be a therapeutic ally in the regeneration of diabetes ulcers.

Key Words: Diabetes. Ulcer. Streptozotocin. Stem Cell. Tissue Engineering.
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1 INTRODUGAO

1.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um grupo de doencas metabdlicas,
onde a caracteristica principal € o quadro hiperglicémico, que pode ser causado pela
nao producdo da insulina pelo organismo, por um déficit na producdo ou na
recepcdo deste horménio, entre outras causas. Esta doenca esta associada a
diversas complicagbes, como nefropatias, retinopatias, doencas cardiovasculares,
Ulceras e amputacdes de membros. E um grande problema de satde publica
mundial, devido ao seu alto indice de prevaléncia e morbidade(Tao, 2015; Whiting,
2011).

Em 2016 foi lancando pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no dia
mundial da saude, o primeiro relatério global sobre Diabetes, onde foi demonstrado
que até 2014 cerca de 414 milhdes de adultos estavam vivendo com diabetes, nos
anos 80 a estimativa era de que 108 milhdes de pessoas fossem acometidas por
esta doenca. A prevaléncia global praticamente dobrou em relacdo aos anos 80,
passando de 4,7% da populagcdo adulta para 8,5%. Este aumento se deu mais
rapidamente em paises de baixo e médio desenvolvimento, mas também teve um
aumento no numero de casos em paises desenvolvidos. Este aumento no namero
de casos estaria diretamente relacionado com um aumento dos fatores de risco para

o desenvolvimento do diabetes, como sobrepeso e obesidade (Who, 2016).

Este relatério, da OMS, trouxe também dados importantes em relacdo ao
namero de mortes devido a doenca. Em 2012, por exemplo, cerca de 1,5 milhdes de
mortes estdo atribuidas diretamente ao diabetes, além disso, outras 2,2 milhdes de
mortes estdo relacionadas aos niveis de glicose sanguinea superiores ao normal,

devido ao aumento de fatores de risco como doencas cardiovasculares (Who, 2016).

7

Em grande parte dos casos, o diabetes € assintomatico. Os sintomas
classicos, quando presentes, sdo: perda involuntaria de peso, polifagia, polidria e
polidipsia. Além destes sintomas classicos, conhecidos como os quatros P’s, o

paciente também pode apresentar fadiga, letargia, fraqueza e infec¢des recorrentes.

O diabetes é classificado como:
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Diabetes tipo | (DMT1): neste caso, ocorre a destruicdo das células B-
pancreaticas, responsaveis pela secrecdo da insulina, levando a um estagio de
deficiéncia absoluta na producédo de insulina. Os individuos afetados pela doenca
necessitam, obrigatoriamente, da administracdo da insulina, para evitar a
cetoacidose, coma, morte, entre outros problemas que podem ocorrer devido a nao
absorcdo da glicose pelas células. As células B-pancreaticas sdo destruidas pelo
proprio organismo, em um processo autoimune, estando em alguns casos
associadas a outras patologias autoimunes, como a tireoide de Hashimoto, doenca
de Addison e miastenia gravis. Os raros casos nos quais nao é identificada a causa
da destruicdo das células B-pancreédticas sdo denominados de diabetes tipo |
idiopatica. O diabetes tipo | pode se desenvolver de uma forma muito rapida e
progressiva, em maior nimero entre as criancas e 0s adolescentes, o pico para o
aparecimento da doenca € entre os 10 e 14 anos. Mas também pode se desenvolver
de maneira tardia, muitas vezes sendo confundida com o diabetes tipo I,

denominada de doenca autoimune latente em adultos (Michels e Gottlieb, 2000).

Diabetes tipo Il (DMT2): ha uma deficiéncia relativa de insulina e, nesses
casos, a administracdo exdgena da insulina ndo visa combater a cetoacidose, e sim
regular o quadro hiperglicémico. O individuo afetado apresenta defeitos na secrecao
da insulina ou resisténcia a acdo desta. Existem diversos fatores de risco para o
desenvolvimento da diabetes tipo Il, como: idade superior a 45 anos, sobrepeso,
histérico familiar de diabetes tipo Il, hipertensdo e doencas vasculares (Defronzo et
al., 2000).

1.2 IMPACTO ECONOMICO CAUSADO PELO DIABETES

O diabetes causa um grande impacto econdmico dentro do sistema de
saude mundial, segundo o relatério global sobre diabetes. O impacto causado pela
doenca pode ser classificado por custos médicos direto, custos indiretos associados
a falta de produtividade do individuo diabético, morte prematura, entre outros (Who,
2016).

Entre os custos médicos diretos impactados pela doenca, podemos citar 0s

gastos para prevenir e tratar o diabetes e as suas complicagfes, isso inclui cuidados
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hospitalares, medicacdo e suprimentos necesséarios para o controle glicémico, além

do cuidado a longo prazo necessario do sistema de saude sobre esses pacientes.

Foi estimado que o custo anual mundial direto do diabetes gire em torno de
827 bilhdes de délares, a Federacao Internacional do Diabetes estimou que estes
valores triplicaram no periodo de 2003-2013, isso se deve ao fato de ter ocorrido um
grande aumento também no nimero de casos de diabetes ao redor do mundo
(Seuring et al.; Coelho, 2016).

Outro dado importante exposto em um estudo recente estima que 0s gastos
diretos e indiretos no sistema de saude no periodo de 2011 — 2030 cheguem a 1,7
trilnGes de dodlares, sendo que deste, 900 bilh6es em paises desenvolvidos e 800
bilhdes em paises subdesenvolvidos (Bloom et al., 2012).

1.3 COMPLICACOES CAUSADAS PELO DIABETES

Entre as complicacdes causadas pelo diabetes podemos citar as nefropatias,
retinopatias, doencas cardiovasculares, Ulceras e amputacdes de membros, sendo
uma das principais doencas causadoras de incapacidades fisicas para o trabalho. E
possivel observar, em pacientes com DM, um retardo na reparacdo tecidual,
causado por disfuncdes nos leucocitos, macréfagos e fibroblastos, assim como a
presenca de fase inflamatéria mais prolongada e decréscimo na sintese de colageno
(Defronzo et al., 2000; Michels e Gottlieb, 2000; Vinik et al., 2000; Volarevic et al.,
2011; Tesfaye e Selvarajah, 2012; Baltzis et al., 2014).

A retinopatia diabética pode ser caracterizada a partir de sinais de isquemia
da retina, apresentando microaneurismas, hemorragias, anormalidades
microvasculares na retina, neovascularizacdo, além de diferencas no tamanho dos
vasos. Nos Estados Unidos, € uma das complicacfes lideres em casos de cegueira,
com grande numero de casos em adultos ainda inseridos no mercado de trabalho
(Group, 2004).

A severidade dos casos depende das caracteristicas genéticas de cada
individuo, e é modificada através do metabolismo e outros fatores hemodinamicos,
que influenciam o numero de moléculas sinalizadoras intracelulares como, PKC,
MAPK, NF-kappaB.
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Segundo o The Royal College of Ophtalmologists, a retinopatia diabética é
uma complicacdo do diabetes com alto potencial para cegueira, com duas vias
principais. Uma delas é a partir da neovascularizacdo, que pode levar a hemorragia
intraocular com possivel descolamento da retina, levando a uma perda total da
visdo, outra maneira seria através de les6es na macula, com a perda da acuidade

visual localizada.

A retinopatia diabética é responsavel por 1,9% de deficiéncia visual
moderada ou severa no mundo, e 2,6% dos casos de cegueira no ano de 2010. A
incidéncia da retinopatia em diabéticos € maior nos casos de: diabetes tipo 1,
pessoas com diabetes a longo tempo, caucasianos, € em pessoas com poder

aguisitivo mais baixo.

O desenvolvimento da retinopatia diabética estd associado aos altos niveis
glicémicos, principalmente entre os individuos que néo realizam o controle glicémico
adequado, acompanhado do aumento da produ¢do mitocondrial de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e hexosaminas, metabolismo da glicose em polidis e produtos

de glicacao avancada (Group, 2004).

A nefropatia diabética, também é uma complicacdo muito presente entre os
diabéticos. Normalmente ela é a principal causa para insuficiéncia renal crbnica
terminal (IRCT), que é caracterizada por uma perda de cerca de 90% da capacidade
depuradora e filtrante do rim, com uma grande queda da filtracdo glomerular. Em
uma avaliacao feita em 54 paises, foi demonstrado que a diabetes e a hipertensao

foi a principal causa da IRTC em 80% dos casos (Forbes e Cooper, 2013).

A proporcédo de IRCT atribuida apenas a diabetes estd entre 20-40%, sua
incidéncia é cerca de 10 vezes maior em adultos diabéticos do que entre adultos
sadios, sua prevaléncia também é fortemente dependente do acesso dos individuos
a dialise, e transplante renal. E possivel observar uma diminuicdo de novos casos na
populacdo com DMT1 através do controle adequado da glicemia, com uma ampla
aplicacao da triagem precoce e de medidas de prevencao eficazes neste grupo de

individuos.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da nefropatia diabética
além do inadequado controle glicémico sao: susceptibilidade genética, hipertensao

arterial, obesidade e raca. Ela se apresenta inicialmente de forma assintoméatica, sua
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deteccdo é feita a partir de triagem laboratorial. A principal evidencia clinica precoce
€ 0 aparecimento de niveis baixos e anormais de microalbumindria, com progressao
da doenca levando ao aparecimento de proteindria. Na populacdo com DMT1, a
nefropatia diabética se inicia geralmente em pessoas com mais de 10 anos de
diabetes, e a progressdo pelos estagios da doencga se torna mais evidente neste
grupo. Nos individuos com DMT2, o estagio de proteinaria clinica é geralmente
precedido de hipertensdo arterial, e parte destes individuos podem apresentar
insuficiéncia renal sem ter uma albumindria significativa. Até o desenvolvimento da
IRCT o diabético pode desenvolver uma proteindria nefrética, seguida por uma
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, com um aumento significativo nos niveis
de creatinina sérica (Tesch e Allen, 2007; Volarevic et al., 2011; Deshpande, 2008;
Forbes e Cooper, 2013).

O aumento de doencas cardiovasculares em diabéticos também é uma
complicacdo comum neste grupo de individuos. Estudos relacionam cerca de 65%
das mortes em pessoas diabéticas as doencas cardiovasculares, a maior parte delas
sendo isquemia cardiaca e infarto. Comparando pessoas sadias com diabéticos o
risco de uma doenca cardiovascular € cerca de 2 a 4 vezes maior no grupo
diabético. Estudos também demonstraram que cerca de 70% dos diabéticos
apresentam pressdo alta e sao tratadas com medicamentos para controlar a

hipertenséo arterial (Forbes e Cooper, 2013).

Os fatores de risco para o aparecimento de doencas cardiovasculares em
diabéticos sdo similares aos de pessoas sem diabetes, como: hipertensao, altos
indices de colesterol e o tabagismo. Alguns estudos demonstraram que na década
de 80-90 houve uma diminuicdo na incidéncia de doencas cardiovasculares em
pacientes diabéticos, principalmente devido aos avancos nas terapias de controle
glicémico, assim como novas maneiras de controlar a hipertensdo e os niveis de

colesterol (Deshpande et al., 2008).

Uma das complicacbes mais frequentes entre os diabéticos, a neuropatia
diabética € a principal causa de morbidade e mortalidade entre esse grupo, o0 que
resulta em um grande impacto econdémico para seu manejo. E a causa mais comum
de neuropatia em paises desenvolvidos, causando um numero muito maior de

internacdes hospitalares do que as outras complicagbes do diabetes, além de ser



17

responsavel por cerca de 50-70% de amputacdes ndo traumaticas (Vinik et al., 2000;
Dinh et al., 2012; Boulton, 2013).

E caracterizada por atingir regibes distintas do sistema nervoso, de forma
individual ou combinada, podendo ser assintomatica em alguns casos. Os fatores
de risco para o desenvolvimento da neuropatia incluem: hiperglicemia persistente,
insuficiéncia microvascular, estresse oxidativo e destruicdo de nervos mediada pelo
sistema autoimune. A progressdo desta complicacdo se caracteriza pelo
desenvolvimento de anormalidades vasculares, como a diminuicdo do diametro de
capilares e hiperplasia endotelial, com consequente diminuicdo do aporte de
oxigénio. A neuropatia em estado avancado, causada principalmente pela
deterioracdo de fibras nervosas, é caracterizada pela perda sensorial progressiva.
Esta perda sensorial € muitas vezes a principal causa para o surgimento de outras
complicagBes, como Ulceras por pressdo, uma vez que 0 paciente em estado
avancado da neuropatia perde a nogado sensorial, muitas vezes nao percebendo
pequenas lesdes que vao aumentando com o passar do tempo (Vinik et al., 2000;
Dinh et al., 2012; Boulton, 2013).

1.4 ULCERA POR DIABETES

A Ulcera por diabetes € derivada de diversos fatores como: neuropatias,
biomecanica anormal do pé e cicatrizacdo precaria das feridas. A neuropatia
auton6mica resulta em anidrose e um fluxo sanguineo superficial alterado na regido
dos pés, promovendo um ressecamento da pele e formacédo de pequenas fissuras. A
neuropatia motora faz com que o individuo tenha uma mecéanica muscular anormal
do pé, além de alteracdes estruturais nesta regido, a neuropatia sensorial periférica
interfere nos mecanismos normais de protecdo, fazendo com que o diabético
suporte traumatismos nas regides periféricas, que podem ser recorrentes, e muitas
vezes imperceptiveis. As infec¢cdes recorrentes sdo causadas pela reducdo na
imunidade, na fungéo fagocitaria associada a hiperglicemia e pouca vascularizagéo.
Alguns fatores de risco sdo determinantes neste tipo de lesdo como: sexo
masculino, mais de 10 anos com diabetes, neuropatia periférica, estrutura anormal
do pé, doenca arterial periférica, tabagismo, historico de Ulceracdes ou amputacdes
e controle glicémico precério (Dinh et al., 2012; Baltzis et al., 2014).
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Estudos realizados no Reino Unido demonstraram que cerca de 5% dos
individuos com diabetes tipo Il e 7% de individuos com diabetes tipo | e Il
combinadas, possuiam ulceracdes nos pés em algum momento da doenca (Whiting
et al., 2011; Tao et al., 2015).

A neuropatia periférica afeta cerca de 50% dos pacientes com diabetes
mellitus, e pode ser considerada uma das maiores causas de morbidade e aumento
da mortalidade nestes casos. Uma das principais manifestacfes clinicas resultantes
da neuropatia periférica é o aparecimento de Ulceras na regido do pé, além de outras
manifestacdes (Vinik et al., 2000). Espera-se que até 2030 o namero de individuos
com neuropatia periférica chegue a 236 milhdes de pessoas ao redor do mundo. E
estes numeros elevardo ainda mais o custo para o tratamento destas pessoas. Nos
EUA, o custo estimado para tratamento anual é de cerca de 10,9 bilhGes de dolares.
A incidéncia de amputacbes em pacientes com diabetes varia de 0,5 a 5 a cada
1000 individuos, mas estas taxas podem variar conforme o pais, etnia e raca
chegando a exceder a taxa de 20 individuos a cada 100.000. Porém a causa real de
muitas amputacdes ndo esta relacionada com a origem, mas sim com 0 acesso

inadequado ao cuidado necessario para a recuperacao da leséo.

A regeneragéo da ferida ulcerosa envolve uma cascata com diferentes fases
que interagem entre si, desde a hemostasia, inflamacéao, proliferacao, reepitelizacao
e cicatrizacao, que pode ser afetada pela diabetes e por suas complicacdes. O efeito
total causado pela diabetes no processo de regeneracdo ndo esta bem elucidado,
mas a funcdo leucocitaria deficiente e problemas na proliferacdo celular ocorrem
devido ao estado hiperglicémico. A infeccdo da ferida ulcerosa € uma importante
causa no retardo da reparacao tecidual e deterioracdo da leséo, levando ao uso de
antibiéticos para prevenir a infeccdo (Ladeira et al., 2011; Dinh et al., 2012; Lima e
Araujo, 2013; Baltzis et al., 2014).

Os principios para o tratamento destas lesGes partem primeiramente do
tratamento das infec¢des. Apds o tratamento das infecgBes é preciso verificar se
existe a possibilidade de revascularizacdo de qualquer isquemia associada a lesao.
O terceiro passo € diminuir a0 maximo a pressao sobre a regido lesada e,
finalmente, aplicacbes topicas de medicamentos e remocéao de calosidades. Porém,
para iSSO € necessaria uma atencdo em saude, 0 que muitas vezes nao esti

disponivel em diversos locais, fazendo com que os individuos tenham complicactes
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derivadas destas infeccOes. As feridas cronicas sédo ocasionadas devido a nao
recuperacdo causada por infeccOes bacterianas recorrentes, isquemia tecidual,
trauma continuo e o cuidado precario, levando a amputacdo do membro inferior
(Dinh et al., 2012; Game et al., 2012; Baltzis et al., 2014).

O melhor conhecimento e aperfeicoamento de estratégias terapéuticas que
possam interferir no processo de reparagao tecidual, acelerando a cicatrizacao ou,
pelo menos, reduzindo a progressao da lesdo ulcerosa proporcionara a esses
individuos uma menor suscetibilidade a infeccfes e todos os demais problemas
decorrentes da exposicdo causada pela Ulcera, evitando assim, a amputacdo dos
membros inferiores, melhorando a qualidade e aumentando a expectativa de vida do
paciente. Assim, a engenharia tecidual surge como uma fonte para auxiliar no
processo regenerativo, por meio do desenvolvimento de novos biomateriais que tem
demonstrado eficAcia neste processo. Estes biomateriais podem ativar a
regeneracao da ferida, impedir a contracdo da mesma e proteger contra agentes
infecciosos (Blumberg et al.,, 2012; Game et al., 2012; Wan et al.,, 2013; El-
Mesallamy et al., 2014; Kato et al., 2014).

1.5 ENGENHARIA TECIDUAL E BIOMATERIAIS

Dentro desta perspectiva, a engenharia tecidual surge como uma fonte para
auxiliar no processo regenerativo, por meio do desenvolvimento de novos
biomateriais que podem ativar a regeneracao das feridas, impedir a contracdo da
mesma e proteger contra os agentes infecciosos. Diversos grupos de pesquisadores
tém se dedicado a sintese e modificagdo de novos materiais biocompativeis para
obter um produto que possa ser aplicado como um curativo para essas feridas.
Entretanto, para que os biomateriais possam ser usados como curativos eficazes, 0s
mesmos devem apresentar as seguintes caracteristicas como: aderéncia a leséo,
histocompatibilidade, controle de perda de fluidos e infeccdo, auséncia de
citotoxicidade, estabilidade mecéanica e flexibilidade (Chen e Abatangelo, 1999).
Entre os principais tipos de biomateriais desenvolvidos podemos citar os metalicos,

ceramicos e poliméricos.

Os biomateriais metéalicos sao utilizados quase que exclusivamente para

suporte, como em implantes dentérios, fixacdo de fraturas, implantes 6ésseos. Estes
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biomateriais podem ser feitos de um unico tipo metélico, ou a partir da combinacgéo
de metais. Os biomateriais produzidos com apenas um metal em sua composi¢cao
apresentam maior capacidade de resisténcia a corrosdo e forca (Chen e Thouas,
2015).

Em relacdo aos biomateriais ceramicos, eles sdo materiais compostos por
elementos metalicos e ndo metélicos unidos por ligacbes ibnicas e/ou covalentes.
Este grupo de biomateriais geralmente apresentam caracteristicas inorganicas (néao
contém carbono na sua composicao), fortemente inertes, duros e quebradicos e com
alta forca de compresséo. Entre as aplicagdes dos biomateriais ceramicos estdo os
implantes ortopédicos e dentarios. Um dos principais biomateriais ceramicos
produzidos sdo os compostos por hidroxiapatita (HA). Os biomateriais constituidos
por HA sé@o conhecidos por sua osteocondutividade e sua baixa taxa de degradacéo
quando implantado, fazendo com que o material se degrade lentamente e fique
implantado apds longos periodos de tempo.

Muitos polimeros tém sido desenvolvidos visando seu uso como biomaterial.
Um grupo dos grupos principais e mais promissores de polimeros biocompativeis, 0s
quais podem ser utilizados na area médica, sdo constituidos pelos poli (a-hidroxi
acidos). Os principais polimeros presentes neste grupo sdo: o poli (4cido lactico), a
poli (e-caprolactona) (PCL), o poli (acido glicélico) (PGA) e a poli (p-dioxanona)
(PDO) (Chen et al., 2003; Kohane e Langer, 2008).

7

O uso de polimeros poliuretanos (PU) bioreabsorviveis € relativamente
recente em aplicacdes biomédicas, tais como dispositivos implantaveis como, balédo
intradrtico, implantes mamarios, baldes de angioplastia, dispositivos para
cateterismo, entre outros (Gorna e Gogolewski, 2002; Grad et al., 2003; Teo et al.,
2016). Além disso, materiais tridimensionais baseados em poliuretanos tém sido
utilizados para estudo no desenvolvimento e crescimento de vasos sanguineos de
orgaos e tecidos (Krucker et al., 2006; Barikani e Mohammadi, 2007). Os
poliuretanos se degradam in vivo, principalmente via hidrélise e, este processo pode
ser auxiliado por componentes dos tecidos e células do organismo. JA a sua
suscetibilidade a calcificagdo € uma caracteristica interessante, pois poliuretanos
podem formar uma matriz porosa que pode ser usada na reconstrucdo e

crescimento de tecidos 6sseos, cartilagem e outros (Grad et al., 2003).
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7

Um importante fator a ser levado em consideracdo € a capacidade de
reabsor¢cdo do material utilizado. Diversos biomateriais apresentam esta
caracteristica. No momento da elaboracédo do biomaterial, existe a possibilidade de
manipulacdo deste para que se degrade mais lentamente ou rapidamente
dependendo do objetivo de sua utilizacdo. Para o uso de biomateriais como
curativos biologicos, é necessario que estes ndo se degradem tdo rapidamente,
permitindo que o biomaterial fique sobre a lesdo tempo suficiente para que a mesma
possa se regenerar, outra caracteristica importante € que esse biomaterial apresente
porosidade suficiente para permitir a troca gasosa do meio interno com 0 meio
externo (Chen et al., 2003; Teo et al., 2016).

Segundo o relatério elaborado pela Markets and Markets, especializada em
pesquisas de mercado, é previsto que até 2021 o mercado de biomateriais atinja a
marca de 149 bilhdes de ddlares, em 2016 este valor foi de quase 71 bilhdes. Isto se
deve ao fato do aumento de financiamentos e suporte de 6rgdos governamentais
para o desenvolvimento de novos produtos, além do avanco da tecnologia e das

possibilidades de aplicacdo destes biomateriais (Markets, 2016).

Em 2016, entre os principais tipos de biomateriais comercializados se
encontram os formados por ligas metalicas, principalmente devido as suas
propriedades mecéanicas como forca e resisténcia, além da biocompatibilidade,
tornando-os adequados a diversos tipos de aplicacfes, em diversas areas como a
ortopedia, cardiologia e odontologia. Para os proximos anos, espera-se que 0S
biomateriais poliméricos ganhem boa parte do mercado, principalmente devido ao
uso crescente de polimeros em tecidos moles (Markets, 2916),

1.6 INDUCAO DE DIABETES EM ROEDORES

Existem diversos métodos de inducao da diabetes em roedores. O diabetes
tipo 1, que tem por caracteristica a ndo producdo de insulina pelas células B-
pancreaticas, pode ser induzida de diferentes maneiras, tanto pela destruicdo destas
células por compostos quimicos, dietas especificas, inducdo cirirgica, como pelo
uso de animais transgénicos e knockouts. Os modelos mais utilizados sdo os que
empregam compostos quimicos para a sua inducédo, tendo em vista principalmente o

baixo custo destes produtos (Carvalho et al., 2003).
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A utilizacdo de compostos quimicos visa a destruicdo de grande parte das
células B. Como nem todas as células s@o destruidas, ainda existe uma pequena
producdo de insulina. Esta destruicao das células B-pancreaticas leva a um estado
hiperglicémico e perda de peso. Existem dois compostos principais que visam a
destruicdo das células pancreaticas e a consequente inducdo da diabetes: a

estreptozotocina e a aloxana.

A Aloxana foi isolada pela primeira vez em 1818 por Brugnatelli, e o nome do
composto foi dado por Wohler e Liebig em 1838. O modelo de inducédo de diabetes
pela Aloxana foi descrito pela primeira vez, em coelhos, por Dunn, Sheen e
McLetchie em 1943. O poder diabetogénico da aloxana € alcancado quando
administrada de forma intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea. Diferentes
dosagens sao utilizadas, variando conforme a espécie animal, a via de
administrac@o e o estado nutricional. O efeito causador da diabetes pelo método de
inducéo por aloxana se da principalmente devido a rapida absorcdo deste composto
pelas células B-pancreaticas e consequente destruicdo das mesmas (Szkudelski,

2001; Lenzen, 2008).

A inducdo da diabetes pelo método da aloxana acontece em 4 fases
principais. A primeira fase ocorre logo nos primeiros minutos apés a administracéo
da aloxana, que é uma fase hipoglicémica transitoria, esta fase dura no maximo 30
minutos. Apds cerca de uma hora da administracdo da aloxana, inicia-se a segunda
fase de inducéo do diabetes, que leva a um aumento na concentracao de glicose
sanguinea. Esta fase hiperglicémica pode durar de 2 a 4 horas, dependendo da
concentragdo de aloxana administrada e da via de administracdo. Na terceira fase,
ocorre novamente um estado hipoglicémico, que pode ser observado depois de 4 a 8
horas apds a administracdo da aloxana. A quarta e ultima fase, é o estado
permanente de hiperglicemia, a partir da completa perda de integridade das células
B-pancreaticas, apds cerca de 24 a 48 horas da administracdo da aloxana
(Szkudelski, 2001; Lerco et al., 2003; Lenzen, 2008).

7

A estreptozotocina € sintetizada por uma bactéria gram-positiva,
Streptomycetes achromogenes e foi utilizada para induzir a diabetes pela primeira
vez em 1963, por Rakieten e colaboradores, para se estudar os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da diabetes e suas complicacfes, além de possiveis

intervencdes terapéuticas (Wu e Huan, 2001; Lenzen, 2008).
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Sua via de administragdo pode ser intravenosa ou intraperitoneal, apesar de
alguns estudos também terem demonstrado que a administracdo da
estreptozotocina na via subcutanea, intracardiaca e intramuscular também serem

capazes de induzir a diabetes.

A partir da administracdo da estreptozotocina, 0 composto entra nas células
B-pancreaticas, através do transportador Glut-2, causando a alquilacdo do DNA, com
subsequente ativacdo do Poly-ADP ribose (PARP), que leva a uma deplecdo do
NAD+, reduzindo a producédo de ATP e inibindo a producédo de insulina. Usualmente
a estreptozotocina é utilizada apenas uma vez, em uma dose elevada. Em
camundongos ¢é utilizado entre 100-200 mg/Kg e em ratos entre 35-65 mg/Kg. Cerca
de 4 dias ap0s a utilizacdo da estreptozotocina os niveis de glicose sanguinea sao
mensurados, e resultados acima de 250 mg/dL podem ser considerados positivos
para diabetes em ratos (Szkudelski, 2001; Wu e Huan, 2001; Akbarzadeh et al.,
2007).

Além disso, a estreptozotocina pode ser utilizada em pequenas doses, para
induzir a insulite em camundongos, utilizando cerca de 20-40 mg/Kg em doses
multiplas, durante 5 dias, a quantidade de estreptozotocina utilizada pode variar
conforme a espécie. A insulite € um processo inflamatério que ocorre nas células 3-
pancredticas, a partir da infiltracdo linfocitos nas ilhotas de Langerhans, essa
inflamacé&o pode levar a destruicdo das células e consequentemente a ndo producao
da insulina. Este método € utilizado principalmente para se estudar o processo
imunoldgico da insulite e da destruicdo das células produtoras de insulina (Wu e

Huan, 2001; Lenzen, 2008; Deeds et al., 2011).

Em um estudo realizado por Akbarzadeh e colaboradores foi induzida a
diabetes em 6 roedores a partir da injecdo intravenosa de 60 mg/Kg de
estreptozotocina. Trés dias apds a inducdo os animais apresentaram sinais de
diabetes, j& demonstrando alteracdes nos niveis de glicose sanguinea e destrui¢éo
da células B-pancreéticas a partir do 3° dia. Kuo e colaboradores induziram diabetes
em ratos com 4 meses de idade, a partir de uma dose Unica de 50 mg/Kg de
estreptozotocina. Uma semana ap0s a inducdo da diabetes, a concentracdo de
glicose no plasma foi mensurada, e os animais com niveis acima de 300mg/dL foram
considerados diabéticos (Akbarzadeh et al., 2007; Kuo et al., 2011).
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1.7 TERAPIA CELULAR E REGENERACAO TECIDUAL

O processo de regeneracdo tecidual pode ocorrer de duas maneiras
diferentes: substituicdo de células mortas por células sadias, idénticas ao do tecido
lesado, ou substituicdo do tecido lesado por um tecido conjuntivo fibroso. Sabe-se
gue o processo de regeneracdo envolve uma cascata de reacdes e mecanismos

moleculares que fazem a mediacao deste processo (Hilfiker et al., 2011).

O processo de reparo tecidual ocorre basicamente a partir de trés fases

distintas: inflamacgao, nova formagéao tecidual e remodelamento.

Logo apds a leséo, se inicia o processo inflamatorio, através da ativacdo da
cascata de coagulacédo, vias inflamatérias e do sistema imune, visando prevenir a
perda de sangue e fluido, além de atuar removendo o tecido morto e prevenir a
infeccdo. Durante a fase inflamatoria € possivel identificar no tecido diversos tipos
celulares que atuam no combate a infeccdo, como neutrdfilos, linfécitos e

plasmacitos (Oberyszyn, 2007).

Apos a fase inflamatoria, € dado inicio a nova formacéo tecidual, que é
caracterizada principalmente pela proliferagao celular e migracao de diferentes tipos
de células. Durante esta fase, € possivel observar uma grande quantidade de
fibroblastos no tecido, e grande deposicao de colageno tipo Ill. Também durante este
periodo € ativado o processo de revascularizacdo, com a formacgédo de novos vasos.
Os principais tipos celulares encontrados durante a fase de proliferacdo celular séo:
queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais (Oberyszyn, 2007; Guo e Dipietro,
2010; Eming et al., 2014).

Cerca de trés semanas apoés a lesédo, € iniciada a fase de remodelamento,
gque pode durar um ou mais anos. Nesta fase, todos o0s processos iniciados
anteriormente diminuem, os macrofagos e fibroblastos presentes na lesdo morrem
por apoptose e 0 colageno depositado durante a fase de proliferacdo celular da
origem ao colageno tipo |, formando a cicatriz da lesdo (Oberyszyn, 2007; Eming et
al., 2014).

Vale lembrar que o processo de regeneragdo tecidual ndo traz de volta o

tecido com as mesmas caracteristicas de um tecido ndo lesado.
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Em lesBes crbnicas de pacientes com diabetes é possivel verificar um
retardo no processo de regeneragcdo tecidual, principalmente devido a fase
inflamatoria prolongada, com um desbalanco na secrecdo de enzimas anti e pro
inflamatorias. Além disso, nesse grupo de individuos € observado algumas
anormalidades celulares, como a diminuicdo na liberagdo de citocinas pelos
macréfagos e a excessiva ativagcao de outras quimiocinas, que acabam prejudicando
0 processo de migracao celular e diminuindo a secrecéo de fatores de crescimento
(Baltzis et al., 2014{Boulton, 2013 #11).

As células-tronco tém se mostrado uma importante fonte de células para a
medicina regenerativa. Elas podem ser definidas em dois tipos distintos: células-
tronco embrionarias e células-tronco adultas. Entre as principais caracteristicas
destas células estdo a capacidade de autor renovacao e diferenciacdo em diferentes

tipos celulares (Van Der Kooy e Weiss, 2000).

As células-tronco embrionérias, como o proprio nome ja diz, sdo derivadas
do préprio embrido. Elas possuem a capacidade de se diferenciar em todas as
linhagens celulares do organismo, sendo denominadas de totipotentes. Estas células
estdo presentes na fase de clivagem do zigoto, até a formacdo do blastocisto
(Biswas e Hutchins, 2007).

As células-tronco adultas estdo presentes na forma indiferenciada, em
diversos oOrgdos e tecidos ap6s o desenvolvimento embrionario. Podem estar
presentes em diversos locais, entre eles a medula 6ssea, cérebro e masculos. Elas
podem se diferenciar em células especificas do tecido/6rgdo de onde sao
encontradas, ou mesmo de outros tecidos, desde que recebam os estimulos
adequados. O transplante de células-tronco adultas hematopoiéticas, formadoras de
células sanguineas, € realizado hd mais de 100 anos. Estas células podem
permanecer no organismo de forma quiescente por muito tempo, até que séo
ativadas pela necessidade normal de se manter a integridade dos tecidos, ou para
atuar em danos causados por doencas ou lesdes teciduais. Diferentes grupos de
pesquisa estdo empenhados em desenvolver novas técnicas que possibilitem a
producdo em grande escala de células-tronco adultas em cultura e de manipulagéo
destas para a utilizacdo no tratamento de lesbes e doencas (Wagers e Weissman,

2004; Trounson e Mcdonald, 2015).
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As células-tronco mesenquimais sao células multipotentes que possuem a
capacidade de se diferenciar em células especializadas do mesoderma, como
condrocitos, adipdcitos e ostedcitos, mas também sdo capazes de se diferenciar em
linhagens ndo mesodérmicas, como neurdnios (ectoderma) e hepatécitos
(endoderme). S&o tipicamente encontradas na medula éssea e possuem um grande
potencial para 0 uso terapéutico. Este potencial € devido a sua capacidade de
manter suas caracteristicas de autorrenovacdo e multipoténcia quando colocadas
em cultivo, além de serem facilmente obtidas a partir da extracdo de uma amostra da

medula éssea (Bianco et al., 2008).

A terapia celular, com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea, tem se
mostrado uma estratégia eficaz na reparacdo de tecidos danificados, devido as
propriedades destas células. Apesar das vias envolvidas neste processo de reparo
ainda ndo terem sido totalmente identificadas, sabe-se que as células transplantadas
liberam fatores de crescimento que modulam a resposta imunoldgica, organizacao
tecidual, promovem a angiogénese e, por sua vez, estimulam a diferenciacao celular.
Elas também respondem a fatores quimiotaxicos liberados pela lesdo, fazendo com

gue elas migrem para este nicho (Dimarino et al., 2013).

Diversos estudos estdo demonstrando que a utilizacdo de células
mesenquimais derivadas da medula 6ssea sdo capazes de restaurar a funcéo
cardiaca e regenerar o tecido em casos de lesdes cronicas e agudas tanto em
modelos experimentais quanto em humanos. Outros estudos demonstraram que
este tipo celular € capaz de auxiliar na reparacdo da esclerose hipocampal em
modelos animais de epilepsia (Costa-Ferro et al., 2010; Ding et al., 2011; Venturin et
al., 2011; Costa-Ferro et al., 2012; Shetty, 2012; Dimarino et al., 2013).

Recentemente, foi demonstrado também que é possivel acelerar o processo
de cicatrizacdo de feridas e cortes utilizando fio de sutura associado a células-
tronco, em fistulas intestinais de ratos, que sao feridas abertas no intestino. O
processo de cicatrizagcdo normal em feridas deste tipo sem o uso das células tronco
era de cerca de 10 semanas, com as células-tronco associadas ao fio de sutura, em
apenas trés dias foi possivel visualizar um avanco no processo de cicatrizagdo de
cerca de 70% e em 21 dias estas feridas estavam totalmente fechadas ou 90%
cicatrizadas, além disso, muitas delas sequer deixaram marcas. Outro estudo

demonstrou a eficacia das células-tronco no processo de cicatrizacdo da
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abdominoplastia, onde foi transplantado para o local da cirurgia células-tronco do
tecido adiposo, neste estudo a maioria das pacientes tiveram uma melhora no
processo de cicatrizacao, além de estudos demonstrando a capacidade regenerativa
de lesdes cutaneas com o uso de células tronco (Hilfiker et al., 2011; Martins et al.,
2011; Wan et al., 2013). Considerando os estudos recentes, a perspectiva de uso
das células-tronco no processo regenerativo tem se mostrado um grande aliado

terapéutico para diferentes casos.
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2 JUSTIFICATIVA

As condig8es crbnicas de saude estdo aumentando em ritmo acelerado, ndo
distinguindo regido nem classe social. Os problemas crénicos mais preponderantes,
como o Diabetes Mellitus (DM), tém atingido proporcBes mundiais alarmantes,
demandando assisténcia continuada de servicos e um 6nus progressivo durante o
tratamento para pacientes e familiares. As projecdes de aumento de sua prevaléncia
sdo preocupantes, devido ao grande aumento no numero de novos casos. A
exposicao prolongada aos efeitos deletérios da hiperglicemia coloca os individuos
diabéticos em grande risco, considerando que a maioria das complicacbes é

dependente da duracdo da doenca.

Os avancos no diagnéstico, bem como a identificacdo dos fatores de risco
para as complicacdes do DM, tém permitido intervir precocemente, alterando o curso
da doenca, melhorando a qualidade de vida e diminuindo a mortalidade dos
individuos afetados.

Entre as complicacdes mais preocupantes e de alto custo que afetam os
individuos com diabetes, as Ulceras nos pés sao as de maior incidéncia, sendo estes
responsaveis por cerca de 70% das amputacles relacionadas a esta doenca. O
tratamento topico das feridas serve para tornar o processo cicatricial mais eficaz,
rapido e seguro. A reparacao tecidual € um processo biolégico que envolve fatores
sistémicos, embora sejam necessarias condicdes locais de suporte e de viabilidade

do processo fisioldgico.

Dentro da perspectiva de tratamento para os pacientes acometidos pela
Ulcera de diabetes sdo necessarios novos métodos terapéuticos que possam reduzir
os riscos decorrentes de infec¢des, causadas muitas vezes pela falta de tratamento
adequado a estas lesbes. Deste modo se faz necessarias pesquisas com o objetivo
de analisar a interacdo de biomateriais e do potencial uso das células-tronco na
regeneracdo da Ulcera por diabetes. A engenharia tecidual é responsavel pelo
desenvolvimento de produtos para substituicdo de tecidos tais como pele, 0sso,
cartilagem. Desta forma, a avaliagdo da associacdo da terapia celular com

biomateriais podera permitir o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
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visando atender as demandas da saude publica, as quais se mostram urgentes

devido ao grande aumento dos casos.

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a aplicabilidade das células-tronco
adultas em diversas estratégias de terapia celular na regeneracéo de tecidos como,
por exemplo: cicatrizagao, acidente vascular cerebral, epilepsia, cardiopatias, entre
outros, tanto in vitro quanto in vivo, em modelos animais ou em ensaios clinicos de
fase | e Il (Martins et al., 2011; Venturin et al., 2011; Friedrich et al., 2012).
Igualmente, a associacdo das células-tronco adultas com biomateriais tem sido alvo
de pesquisa, principalmente visando a regeneracdo de tecido 6sseo para implantes

na area da Traumatologia Bucomaxilofacial (Silva et al., 2009).

Assim, neste estudo foi investigada a eficacia da associacdo de células
mononucleares da medula éssea com o biomaterial poliuretano na regeneracédo de

Ulceras de diabetes em ratos, visando contribuir com novas estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

Para avaliar a associacdo de células da fracdo mononuclear da medula
O0ssea com o biomaterial de poliuretano (PU) na regeneracdo de Ulceras de diabetes

em modelo experimental de ratos, os objetivos do estudo foram:

1. Desenvolver um modelo de diabetes in vivo;
2. Desenvolver um modelo de Ulcera de diabetes em ratos;

3. Avaliar a eficacia da aplicacdo do poliuretano na cicatrizacdo das

Ulceras de diabetes em ratos;

4. Avaliar a eficicia da aplicacdo do PU e associado as células da fracdo
mononuclear da medula éssea (FMMO) na cicatrizacdo das Ulceras de diabetes em

ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comisséo Cientifica
da Faculdade de Medicina da PUCRS sob niimero 6236, e pelo Comité de Etica no
Uso de Animais - PUCRS, registrado sob numero 15/00469 (anexos 1 e 2,

respectivamente).

Todos os procedimentos e técnicas utilizadas durante a experimentacao
animal estiveram de acordo com a regulamentagdo proposta nas Diretrizes
Brasileiras para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais Para Fins Cientificos, pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013) e do
Comité de Etica para Uso de Animais da PUCRS (CEUA).

4.2 MODELO ANIMAL DE DIABETES E FORMACAO DA LESAO

Para este estudo, foram utilizados 26 ratos adultos Wistar, fémeas, com 60
dias de vida, obtidos do Centro de Modelos Biolégicos Experimentais, CeMBE
(PUCRS), com o peso variando entre 200 e 300 g, com alimentacdo e agua ad

libitum.

Os animais foram mantidos no vivario do CeMBE localizado no prédio 14 da
PUCRS, localizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, e os

procedimentos experimentais também foram realizados no mesmo local.

Todos os animais permaneceram em jejum 8 horas antes do procedimento

de inducéo do diabetes.

A inducédo da diabetes foi realizada a partir de uma injecéo intraperitoneal de
estreptozotocina (Sigma-Aldrich), numa concentracdo de 70 mg/kg, em uma solugéo
de Tampdao citrato pH 4,5, previamente a inducdo foram mensurados 0s niveis

glicémicos dos animais.

Sete dias apds a injecdo intraperitoneal de estreptozotocina foram

mensurados 0s niveis de glicose sanguinea dos animais, utilizando o kit ACCU-
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CHECK ACTIVE (Roche Diagnostics GmbH). Os animais que apresentaram niveis
de glicose sanguinea acima de 250 mg/dL foram considerados diabéticos.
Posteriormente a mensuracdo da glicose, os individuos foram divididos em seus
grupos. Os animais foram divididos conforme descrito no item 4.3. Dois animais
foram mantidos diabéticos e ndo foram incluidos nos grupos tratados, com a
finalidade de se observar o avan¢o do quadro diabético até o final dos experimentos.

Os animais submetidos ao procedimento para criacdo da lesdo ulcerosa
passaram por uma anestesia de Ketamina 80% e Clorpromazina 20% seguida de
uma incisdo dorsal, de cerca de 6 mm de diametro, com punch de bidpsia,

simulando a ferida ulcerosa, conforme figura 1.

Figura 1. Imagem da lesdo em rato Wistar. A: lesdo em animal do grupo controle. B: lesdo
formada nos grupos 1 e 2 com a presenca do biomaterial suturado.

Todos os procedimentos de indugédo da diabetes, mensuragéo da glicose e
procedimentos cirurgicos foram realizados nas instalacdes do Centro de Modelos

Bioldgicos e Experimentais, Prédio 14 da PUCRS.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO DOS GRUPOS

O numero de animais utilizados para cada grupo foi de 8 individuos. Sendo

assim, foram utilizados 24 ratos divididos em 3 grupos a saber:

(1) Grupo 1 (G1, controle) (n=8): animais diabéticos, com a lesdo, sem o

curativo biologico e sem células da fragdo mononuclear;
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(2) Grupo 2 (G2, n=8): animais diabéticos, com a lesdo ulcerosa e com o
biomaterial suturado sobre a leséo.

(3) Grupo 3 (G3, n=8): animais diabéticos com o biomaterial e células da

fracdo mononuclear da medula 6ssea transplantadas para o local da leséo.

Apés a formacéo da lesdo foram transplantados para cada animal do grupo
3 a quantidade total de 1x10° células da fracdo mononuclear da medula 6ssea,
através de uma injecdo na borda da leséo, apds este procedimento o biomaterial foi

posicionado e suturado sobre a lesdo e suturado.

Segundo estudos previamente realizados, o biomaterial a ser testado se
degrada em cerca de 20 dias. Sendo assim, a histologia das regides de regeneracao

das lesbes foram avaliadas em dois periodos de tempo distintos:
(1) Tempo 1: 7 dias ap06s o implante da membrana;

(2) Tempo 2: 14 dias ap0s o implante da membrana.

4.4 BIOMATERIAL

As membranas de poliuretano (PU) utilizadas como curativos jA estavam
disponiveis e haviam sido sintetizadas em um projeto anterior, em parceria com o
Laboratorio de Materiais Ceramicos e Laboratério de Materiais Poliméricos, da
Escola de Engenharia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A membrana
foi sintetizada a partir de materiais biodegradaveis, e consiste no intercruzamento de
quitosano com um poliéster uretano biodegradavel, desta forma produzindo um
hidrogel. Optou-se usar um poliéster que se degrade rapidamente, permitindo uma
rapida absorcdo do mesmo por vias metabdlicas. Sendo todos os materiais utilizados

aprovados pela FDA para uso como biomateriais.

4.5 EXTRACAO DA FRACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA
OSSEA

Os animais doadores de medula 6ssea foram obtidos do CeMBE e
eutanasiados conforme preconiza as Diretrizes da Prética de Eutanasia do CONCEA

(2013), a partir de uma sobredose trés vezes superior a dosagem requerida para a
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anestesia do animal, utilizado 30 mg/Kg de Xilazina combinada com 125 mg/Kg de

Ketamina, por via intraperitoneal.

Apoés a eutanasia, os animais foram dissecados, e realizada a aspiracao da
medula éssea dos ossos longos (fémur, tibia e Umero), com 0 uso de uma seringa
de aspiracéo e agulha de 26 G, contendo heparina, para evitar a coagulacdo. O
material aspirado foi transferido para um tubo falcon e centrifugado a 430 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e as ceélulas foram resuspensas com meio
RPMI e transferidas sobre uma cama Histopaque 1119(Sigma Aldrich). Apo0s
centrifugacéo a 400 g por 30 minutos, procedeu-se a retirada da camada de células
mononucleares formada na interface entre 0 meio de cultura e o Histopaque seguido
de lavagem com soro fisiolégico 0,9%. A concentracdo e viabilidade das células
foram avaliadas em camera de Neubauer pelo método de exclusdo por azul de

tripan.

4.6 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CELULAS DA FRACAO
MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

A caracterizacao das células da FMMO que foram utilizadas no tratamento
do grupo 3, foi realizada pela técnica de citometria de fluxo com anticorpos
especificos para marcadores de superficie celular conforme preconizado por
Dominici (Dominici et al., 2006), obtidos da Becton & Dickinson and Company (BD).

Os anticorpos séo especificos para as moléculas de superficie descritas na

Tabela 1. Nas andlises foram adquiridos os dados de 50.000 eventos.

Quadro 1. Marcadores de superficie celular e respectivas especificidades.

Marcador Especificidade
CD31 Célula endotelial
CD45 Célula hematopoiética
CD90 Célula-tronco
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Os procedimentos descritos nos itens 4.5 e 4.6 foram realizados no
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular, do Instituto de Pesquisas Biomédicas da

PUCRS, localizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

4.7 PREPARO DO MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

As amostras para as analises histolégicas da possivel regeneracado foram
retiradas 7 e 14 dias ap0s a formacéo da lesdo, apds a eutanasia dos animais em

camara de COsa.

As amostras foram fixadas em formalina tamponada neutra e incluidas em
parafina. Os cortes foram realizados utilizando um micr6tomo. Para os animais
analisados com 7 dias (2 animais por grupo), foram realizados 3 cortes histoldgicos,
transversais, para cada amostra, o primeiro corte localizado logo no inicio da leséo,
e os dois cortes subsequentes a 450 e 900 um de distancia do corte inicial, conforme
mostra a Figura 2 a. As amostras dos animais cujas lesdes foram avaliadas 14 dias
apos a lesdo (G1: n=3; G2: n=5; G3: n=6), o primeiro corte, transversal, foi realizado
logo no inicio da cicatriz, e os cortes subsequentes em 200 e 400 um apoés a
primeira secgao (Figura 2 b). Cada seccao foi feita com 4 ym de espessura, corados
com hematoxilina-eosina (HE). Todo o processo de andlise histologica foi realizado
no Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da PUCRS,
localizado na cidede de Porto Alegre/RS, Brasil, utilizando um microscoépio Optico
(BX50/0OLYMPUS).

Figura 2. Diagrama esquematico da estratégia utilizada para realizagdo dos cortes
histolégicos. A: representacdo dos cortes histoldgicos das amostras apés 7 dias de lesdo. B:
representacdo dos cortes histolégicos nas analises de 15 dias.
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As analises foram realizadas por dois examinadores cegados, treinados
previamente por uma patologista, e feita a calibracdo dos examinadores através do
teste de coeficiente kappa. Para cada lamina foram analisados 4 campos diferentes
(figura 3) e feito a média dos resultados obtidos. Estes resultados foram
posteriormente comparados para determinar se houve alguma diferenca entre os

grupos.

Figura 3. Diagrama esquematico da estratégia de andlise dos cortes histologicos
transversais corados com HE.

4.7.1 Coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE)

A técnica de coloracdo de HE foi utilizada para avaliar o grau de
regeneracdo das lesdes por meio da observacdo dos aspectos estruturais das
células e tecidos. Levando em consideracdo os aspectos histologicos do epitélio e
do tecido conjuntivo. Para a realizacdo da analise do tecido epitelial, a profundidade
da lesdo coberta com células epiteliais foi levada em consideracdo. Para as analises
do tecido conjuntivo foi considerado o processo inflamatério, mensurado através do

tipo e quantidade de células inflamatorias e presenca/auséncia de fibrose.

A avaliagdo histolégica foi feita com base na literatura prévia, baseado nos
graus de regeneragdo sugerido por Martins e colaboradores, os graus de
regeneracao variavam de Grau 1 (reparacao total do epitélio e do tecido conjuntivo)
até o Grau 5 (com Uulcera epitelial ainda presente e infiltrado inflamatério agudo)

(Martins et al.).
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As caracteristicas microscopicas analisadas para cada grau foram:

Grau 1 — Reparacédo total do epitélio com presenca de tecido conjuntivo

fibroso, assim como auséncia ou presenca de poucas células inflamatorias.

Grau 2 — Reparacéo total do epitélio, com presenca de tecido conjuntivo
fiboroso e quantidade moderada de células inflamatorias, representadas por

macrofagos, plasmécitos e linfocitos.

Grau 3 — Presenca de Ulcera com dois tercos (2/3) da sua profundidade
coberta por epitélio, tecido conjuntivo com fibrose média e quantidade moderada de

células inflamatdrias, representadas por macréfagos, plasmacitos e linfocitos.

Grau 4 — Presenca de ulcera com um terco (1/3) da sua profundidade
coberta por epitélio, camada de tecido conjuntivo apresentando quantidade
moderada de fibras e de células inflamatoérias, representadas por macrofagos,

plasmacitos e linfocitos.

Grau 5 — Presenca de Ulcera (total ou menos do que um terco (1/3) da
profundidade com epitélio reparado), tecido conjuntivo apresentando quantidade
severa ou moderada de células inflamatérias, representadas por neutrofilos,
macrofagos, plasmacitos e linfécitos. Pode-se observar também a presenca de micro

abscessos.

4.8 ANALISE DA REGENERACAO DA LESAO

A regeneracdo da lesao foi analisada a partir de imagens obtidasem 2,6 e 9
dias ap6s a formacdo da lesdo. Para realizar a mensuracdo da area da leséo foi
utilizado o software ImageJ, primeiramente a imagem foi convertida para escalas de
branco e preto, apés foi utilizado a ferramenta Thereshold para destacar a area

interna a borda da lesdo, conforme demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Imagens das lesdes. A: Imagem original da lesdo. B: Imagem transformada para
escala de branco/preto. C: Resultado da imagem apés o uso da ferramenta Thereshold,
destacando a area da leséo.

A férmula utilizada para mensurar a taxa de regeneracdo da lesdo foi dada
da seguinte maneira: Taxa de Regeneragédo (%) = (Area original da Ferida — Area
detectada) / Area original da ferida x 100.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram expressos na forma de média + desvio padréo.
Para a comparacao da regeneracdo da lesdo entre os grupos foi utilizado o teste
ANOVA seguido de Tukey. Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Toda a analise estatistica foi realizada com o auxilio

do software estatistico SigmaStat.
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5 RESULTADOS

5.1 INDUCAO DO DIABETES E FORMACAO DA LESAO

No total 24 animais receberam a injecao intraperitoneal de estreptozotocina
para a inducdo do diabetes. Sete dias apds a inducdo todos os animais
demonstraram niveis glicémicos superiores a 250 mg/dL, comparando os valores pré
(88,42+6,98 mg/dL) e pos inducdo (431+86,6 mg/dL; p<0,05) temos niveis
significativamente elevados em relacdo aos niveis iniciais, conforme a tabela 1.
Sendo assim todos os animais foram considerados diabéticos de acordo com o
critério pré-estabelecido.

Tabela 1. Niveis Glicémicos Iniciais e 7 dias apés a indugao.

Animal Nivel Glicémico Inicial Nivel Glicémico Apods 7 Dias
(mg/dL) (mg/dL)
1 102 267
2 100 348
3 81 347
4 89 407
5 94 600
6 90 416
7 84 584
8 89 600
9 83 466
10 82 385
11 91 374
12 88 587
13 101 421
14 95 468
15 92 409
16 87 394
17 92 337
18 88 373
19 73 429
20 88 455
21 82 392
22 88 467
23 84 429

24 79 409
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5.2 EXTRACOES DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA E
TRANSPLANTE PARA O LOCAL DA LESAO

ApoOs a preparacdo das células conforme descrito no item 4.5, estas foram
separadas em aliquotas, e transplantados através de uma injecdo na borda da leséo

dos animais do grupo 3, com um total de 1x108 células em solucéo salina.

5.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CELULAS MESENQUIMAIS DA
FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

Para a realizacdo da caracterizacdo fenotipica, foi utilizada a técnica de
citometria com marcadores especificos conforme descrito no item 4.6, 0s

histogramas obtidos a partir da técnica estao representados na figura 5.

Figura 5. Perfil da expressao de marcadores de superficie nas células da FMMO. A: CD31
representando 10%. B: CD45 representando 23,7%. C: CD90 representando 46,1%.
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5.4 ANALISE DA REGENERACAO DA LESAO

O resultado obtido a partir da analise das imagens esta descrito na tabela 2,
em forma de média + desvio padrdo. Os valores demonstram a taxa percentual

média de regeneracdo em relacdo a area original da lesdo em cada grupo tratado.

Os dados apresentados demonstraram uma diferenga significativa entre o

grupo tratado com o biomaterial e com células da FMMO (G3) em relagdo ao grupo
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controle (G1) (p<0,05 ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey) dois dias apos

a formacéo da lesdo nos animais.

Tabela 2. Taxa percentual média das regeneracoes das lesdes nos diferentes grupos

Dias apés a lesao

Grupos 2 6 9
Gl 14,12+13,74 70,92+11,89 95,54 +0,03
G2 30,24+18,37 74,85+12,97 97,25+ 2,16
G3 38,46+19,92* 74,48+23,09 97,37+3,52

Os dados estdo expressos em forma de média + desvio padrdo. Anova de uma via seguido de
teste Tukey. *p<0,05 vs G1.

5.5 ANALISE HISTOLOGICA
5.5.1 Coloragao de Hematoxilina Eosina (HE)

A partir da andlise histolégica pela técnica de coloracédo de HE, foi possivel
observar que nos primeiros 7 dias apés a criacao da lesdo e tratamento dos grupos,
0s animais do grupo 1 apresentaram o grau de regeneracdo melhor do que os outros
grupos, apresentando um epitélio integro e poucas ou nenhuma célula inflamatéria
na lesdo. Um dos animais do grupo 2 apresentou o epitélio integro e uma
quantidade moderada de células inflamatérias, o outro animal analisado apresentou
o epitélio com cerca de 2/3 da sua profundidade reparada e quantidade moderada
de células inflamatoérias. No grupo 3 um dos animais analisados apresentou o
epitélio integro e uma quantidade moderada de células inflamatorias, jA o outro
animal do grupo 3 apresentou o epitélio com menos de 1/3 da sua profundidade
reparado e quantidade moderada de células inflamatorias, conforme representado

na figura 6.

Nas analises realizadas 14 dias apds a formacado da leséo, foi observado
gue nos animais do grupo 1, dois deles apresentaram reepitelizacdo completa com
guantidade moderada de células inflamatérias nos campos analisados, um animal
apresentou a lesdo com cerca de 2/3 da sua profundidade reepitelizada, com
quantidade moderada de células inflamatorias. Entre os individuos do grupo 2, dois

animais apresentaram reepitelizacdo completa, com pouca ou nenhuma célula
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inflamatéria na lesdo, outros dois animais apresentaram reepitelizacdo total, e
quantidade moderada de células inflamatéria, e apenas um animal apresentou a
lesdo com cerca de 2/3 de sua profundidade reepitelizada e quantidade moderada
de infiltrado inflamatorio. No grupo 3, foi observado a melhor resposta regenerativa,
sendo que dos 6 animais analisados, todos apresentaram a reepitelizagédo completa,
sendo 4 deles com pouca ou nenhuma célula inflamatéria na lesdo, e apenas 2
animais apresentando uma quantidade moderada de células inflamatérias, conforme

a figura 7.

Figura 6. Grafico de barras representando os graus de regeneragao das lesdes apos 7 dias.
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Figura 7. Grafico de barras representando os graus de regeneragao das lesdes com 14 dias.
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6 DISCUSSAO

Tendo em vista os altos custos relacionados ao tratamento de pacientes com
Ulceras nos membros inferiores, e o alto indice de morbidade e mortalidade causado
por este tipo de lesdo, a busca por novos tratamentos se faz necessaria.

As terapias atuais para o tratamento desta complicacdo ndo se mostram
totalmente eficazes, apesar de muitos pacientes se submeterem a tratamentos
oferecidos pelo sistema de salde, o niumero de pessoas com esta complicacdo

segue aumentando a nivel mundial.

Os pacientes diabéticos acometidos por Ulceras nos membros inferiores
demonstram durante o processo de regeneracdo tecidual uma fase inflamatoria
prolongada, com persisténcia do perfil pro-inflamatério, passando de um estado
agudo para cronico, essa inflamacdo prolongada esta diretamente relacionada a
cicatrizacdo precaria destas lesdes, levando estes individuos a infeccbes
recorrentes, e quando nao tratado de forma adequada, desde o inicio, podem levar a

amputacao.

Segundo um estudo recente conduzido por Dinh e colaboradores, os
principais fatores envolvidos na cicatriza¢do inadequada das feridas seriam os altos
niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias, MMP-9 e outros fatores de crescimento.
Além disso foi observado uma resisténcia a acado dos fatores de crescimento,
devido, principalmente, a glicacdo destes fatores, juntamente com o aumento na

expressédo de MMP-9 (Dinh et al., 2012).

Nosso estudo teve como principal objetivo identificar se a utilizacdo de um
curativo biolégico associado ou ndo com células da fracdo mononuclear da medula
Ossea de ratos seria capaz de melhorar a resposta regenerativa em lesfes ulcerosas

em ratos diabéticos.

A partir da utilizacdo da estreptozotocina, de forma intraperitoneal, foi
possivel estabelecer um modelo animal de diabetes. E um composto produzido por
uma bactéria da espécie Streptomycetes achromogenes, ap0s a administracdo da
estreptozotocina, o composto entra nas células [(-pancreaticas, através de
receptores do tipo Glut-2, levando a reagbes que causam a inibigcdo da producédo da

insulina. Muitos autores sugerem a utilizacdo de uma dosagem de 65 mg/Kg de
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estreptozotocina para a inducdo do diabetes, e ainda a utilizagdo de animais machos
para o procedimento, além disso colocam que existe uma perda de 30% dos animais

apos a inducao.

Em nosso estudo, foram utilizadas fémeas, e os animais foram induzidos
com uma Unica dose de 70 mg/Kg, que se mostrou eficiente e sem nenhum o6bito
apos a inducdo. A comprovacdo do diabetes nos animais foi definida pela
mensuracao dos niveis de glicose sanguinea. Como sugerido por diversos autores:
animais com valores superiores a 250 mg/dL foram considerados diabéticos, ndo
tendo ocorrido a reversdo do quadro em nenhum dos animais ao longo do estudo.
Além disso, ap06s a inducgédo foi possivel perceber uma perda de peso progressiva,
ingestdo excessiva de alimento e agua e polidria, caracterizando um quadro
diabético severo e progressivo. Dois animais foram mantidos diabéticos por 35
semanas (conforme descrito no item 4.2), ao final do periodo de tempo os animais

apresentavam uma severa retinopatia, estando totalmente cegos (anexo 3).

Apos ter o modelo estabelecido, foi possivel criar uma lesdo no dorso do
animal para simular uma ferida ulcerosa, simulando a Ulcera presente em individuos
diabéticos nos membros inferiores. Durante o procedimento cirargico para a criagao
da lesdo nenhum animal foi submetido a desconforto ou a sensacdes dolorosas,
devido ao protocolo anestésico utilizado, além disso, durante o tratamento, ndo foi
utilizado nenhum tipo de antibiético ou anti-inflamatério, visando nao haver

interferéncia no processo cicatricial durante o estudo.

Ao longo do nosso estudo foi observado que o grupo de animais tratados
com o biomaterial associado ao transplante da FMMO mostrou um resultado
significativamente melhor em termos de cicatrizacdo nos dois primeiros dias apés a

formacao da lesdo em relacao aos outros dois grupos testados.

A principal fase presente no processo regenerativo nos primeiros dois dias €,
segundo alguns autores, a fase inflamatéria, que se inicia logo ap6s o dano tecidual,
através da ativagdo de vias inflamatérias e do sistema imunoldgico, primeiramente
para evitar a perda de sangue e fluidos, além da remoc¢&do de tecido morto para
prevencdo da infeccdo. A hemostasia € ativada pela formacdo de um tampdao
plaguetario, seguido por uma matriz de fibrina, tornando-se o suporte para as células

infiltrantes (Eming et al., 2014)
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Podemos perceber, durante os primeiros dias, que 0s animais que tiveram o
biomaterial suturado sobre a lesdo apresentaram uma ferida mais limpa e seca,
gquando comparado macroscopicamente com 0S animais que nao receberam
nenhum tipo de tratamento, sugerindo que o proprio biomaterial agiu de forma a
realizar a hemostasia da lesao, servindo como um tampé&o e dando suporte para a
formacdo da matriz de fibrina e para a infiltracdo celular. Além disso, os animais
tratados com o uso das células da FMMO além do biomaterial apresentaram uma
taxa de regeneracdo significativamente melhor do que 0s outros grupos, como
mencionado anteriormente, tendo uma reducédo acentuada do tamanho da leséo,
através da diminuicdo do tempo da fase inflamatoria e inicio precoce da fase de
migracdo celular. Isso se da possivelmente pelo fato das células da FMMO
secretarem fatores troficos e citocinas capazes de induzir a migracao celular para o

sitio lesado.

A partir das analises dos cortes histolégicos corados com HE foi possivel
observar que nos animais avaliados 7 dias ap6s a formacao da lesdo, os individuos
do grupo 1 foram os que apresentaram os melhores resultados, uma vez que
apresentavam as lesbes completamente reepitelizadas e com pouco ou nenhum
infiltrado inflamatdrio, os animais que tiveram o biomaterial implantado sobre a leséo,
apresentaram as lesbes com quantidades moderadas ou severas de infiltrado
inflamatorio, com apenas um animal de cada grupo apresentando o processo de
reepitelizacdo completo. A ndo regenerac¢do completa da lesdo, e 0 maior nimero
de células inflamatérias pode ser devido ao fato de ter sido implantado o biomaterial

causando reacdo inflamatdria adversa devido a presenca desse novo material.

Entre os animais avaliados 14 dias apés a leséo, foi observado que o grupo
gue apresentou a melhor resposta regenerativa foi o grupo 3, onde dos 6 animais
analisados, 66% deles apresentaram regeneracédo completa da lesdo com poucas ou
nenhuma célula inflamatéria nos campos avaliados, além disso os demais animais
apresentaram regeneracdo completa e uma quantidade moderada de células
inflamatodrias. Nos animais do grupo 2, 40% deles apresentaram regeneragao
completa da lesdo e poucas ou nenhuma célula inflamatéria, outros 40%
apresentaram regeneracdo completa e quantidade moderada de infiltrado
inflamatorio, e por fim, um dos animais apresentou regeneracdo incompleta com um

namero moderado de células inflamatérias. Entre os animais avaliados do grupo 1,
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dois deles apresentaram regeneracdo completa com poucas células inflamatorias, e
um animal apresentou a regeneracdo incompleta com um numero moderado de

infiltrado inflamatorio.

Podemos considerar que o grupo 3, tratado com o biomaterial e as células
da fracdo mononuclear da medula 6ssea, podem ter apresentado melhores
resultados aos 14 dias apos a lesdo pelo fato das células FMMO induzirem a
diferenciacdo e migracédo celular para o sitio da lesdo, através dos seus fatores
troficos secretados. A figura 8 representa as caracteristicas de analisadas para cada

grau de regeneracao estipulado conforme o item 4.7.1.

Em um estudo conduzido por Elsharawy e colaboradores, foram induzidos
30 ratos albinos para desenvolverem diabetes, também com o0 uso da
estreptozotocina, e feita uma lesdo semelhante na regido frontal da perna destes
ratos. Os animais foram divididos em dois grupos com tratamentos distintos, um
grupo controle, com animais diabéticos e sem nenhum tratamento, e outro grupo
com animais tratados com células tronco humanas derivadas de corddo umbilical.
Em seus resultados também foi observado que o grupo tratado com células tronco
apresentou uma regeneracdo média maior na area da lesdo quando comparado com
0 grupo controle, além do aumento na espessura do epitélio, maior nimero de vasos

e maior deposicao de colageno (Elsharawy et al., 2012).

Outro estudo semelhante foi realizado por Gao e colaboradores, foi
investigado o uso de células mesenquimais na regeneracdo de Ulceras em um
modelo de diabetes em camundongos. Neste estudo, o grupo concluiu que as
células mesenquimais de camundongos sadios expressavam maiores niveis de IGF-
1 do que as células de camundongos diabéticos. As células mesenquimais dos
camundongos sadios aceleraram o processo de regeneracdo, apresentando um
aumento na taxa de contracdo da lesdo. Além disso a administracdo das células
mesenquimais aumentou os niveis de insulina assim como aumentou a expressao
da via de sinalizacdo do GLUT4, reprimindo ainda os niveis de glicose e lipideos,

resultando numa melhora metabdlica (Gao et al., 2014)
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Figura 8. Representagdo dos cortes histoldgicos para cada grau de regeneragdao. Grau 1:
Reepitelizagdo completa com nenhum ou pouco infiltrado inflamatério. Grau 2: Reepitelizagao
completa com quantidade moderada de infiltrado inflamatério. Grau 3: Lesdo com 2/3 de
reepitelizagdo com quantidade moderada de infiltrado inflamatério. Grau 4: Lesdo com 1/3 de
reepitelizagdo com quantidade moderada de células inflamatérias. Grau 5: Les&o néo reepitelizada

com quantidade severa moderada ou severa de células inflamatorias.

Kuo e colaboradores também investigaram o uso de células mesenquimais

derivadas da medula 6ssea na regeneracao de Ulceras de diabetes em um modelo
experimental a partir do uso da estreptozotocina em ratos. Neste estudo também foi
demonstrado que o0 uso das células mesenquimais acelerou o processo de

regeneracao tecidual, diminuindo significativamente o tamanho da lesdo nos animais
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tratados com as células mesenquimais derivadas da medula éssea. Além disso, o
tempo para a cicatrizacdo total da lesdo também foi significativamente menor no
grupo tratado com células mesenquimais. Os niveis do fator de crescimento vascular
endotelial estavam significativamente mais elevados no grupo tratado com células

mesenquimais (Kuo et al., 2014).

Estes achados corroboram com nosso estudo, uma vez que 0S Qrupos
tratados com células-tronco apresentaram melhores resultados em relacdo aos
grupos que nao recebiam o mesmo tratamento. Este fato provavelmente se deve aos
muitos fatores troficos secretados pelas células-tronco, que acabam induzindo a

migracéao celular, diferenciacdo celular e a angiogénese.

O biomaterial utilizado tem papel importante no processo regenerativo, uma
vez que funciona como um tampéo da lesdo, dando suporte para formacéo da matriz
de fibrina e ao agregado plaquetario que atua nos primeiros momentos da
regeneracao tecidual, além de permitir a troca gasosa. Este material quando
associado as células da fracdo mononuclear da medula 6ssea parece dar ainda mais
suporte a migracdo celular para o sitio da lesdo, fazendo com que o tempo de

regeneracao seja ainda mais rapido, e diminuindo a inflamacé&o ao longo do tempo.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi avaliado se o uso da fragdo mononuclear da medula 6ssea,
associado ou ndo com biomaterial influencia no tempo de regeneracéao tecidual e no
grau de regeneracdo em Ulceras de ratos Wistar diabéticos induzidos com

estreptozotocina.
A partir dos dados obtidos, podemos concluir que:

e Foi possivel desenvolver um modelo de diabetes em ratas da linhagem
Wistar a partir de uma unica dose de 70 mg/Kg de estreptozotocina por via

intraperitoneal.

e A partir do uso de um punch de bidpsia foi possivel simular uma ferida

ulcerosa na regido dorsal dos ratos diabéticos.

e O uso do biomaterial de poliuretano se mostrou eficaz na cicatrizacao das
lesBes, uma vez que as lesdes dos grupos tratados com a presenca do biomaterial
cicatrizaram em tempos semelhantes em relacdo ao grupo controle, e foram mais

eficientes durante os primeiros dias ap0s a fixagdo do material sobre a leséo.

e O biomaterial associado as células da fracdo mononuclear da medula
O0ssea se mostrou eficaz na regeneracao da lesdo, sendo que nos primeiros 2 dias
apos o inicio do tratamento foi capaz de reduzir cerca de 50% a éarea original da
leséo, além de ter apresentado o perfil inflamatério melhor do que os outros grupos

testados ao final do experimento.
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Abstract. A major health problem is the increasing number of diabetic patients who
develop ulcers in the lower limbs, a complication mainly due to inadequate glycemic
control, besides the imbalance in the inflammatory phase during the tissue
regeneration process, which often leads to amputation of the lower limbs. New
therapeutic strategies are need to treat these ulcers. In this study, streptozotocin was
used to induce diabetes in 24 Wistar rats, they were divided into 3 groups, the control
group with diabetic rats and the wound only (G1), one group with diabetic animals
and a biomaterial sutured on the wound (G2), and one diabetic group with
mononuclear cells transplanted into the wound and the biomaterial covering it (G3). A
wound was created on the animal's back using a biopsy punch with 6mm of diameter
to simulate an ulcer. Images of the wound was used to compare the regeneration
area between the groups, and histological analyses was used to determine the
regeneration grade, considering the inflammatory cells and the epithelial
regeneration. The macroscopic analysis have shown that the animals treated with the
biomaterial associated with the bone marrow mononuclear cells, had a significantly
better regeneration rate in the first 2 days after the wound formation, when compared
with the other groups where only the biomaterial was applied or did not received any
treatment. Our results indicate that the use of the bone marrow mononuclear cells
fraction associated with the biomaterial may be a therapeutic ally in the regeneration
of diabetes ulcers.

Key Words: Diabetes, Ulcer, Streptozotocin, Stem Cell, Tissue Engineering,
Biomaterials
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is considered a group of metabolic diseases, where the main
characteristic is the hyperglycemic status, which can be caused by the lack of
production of insulin by the body, a deficit in the production or reception of this
hormone, among other causes. This disease is associated with several
complications, such as nephropathies, retinopathies, cardiovascular diseases, ulcers
and limb amputations. It is a major public health problem worldwide due to its high
prevalence rate and morbidity (Michels e Gottlieb, 2000; Whiting et al., 2011; Gao et
al., 2014; Tao et al., 2015).

In 2016, the first Global Report on Diabetes was launched by the World Health
Organization on World Health Day, where it was shown that in 2014 about 414 million
adults were living with diabetes. The overall prevalence practically doubled in relation
to the 80s, rising from 4.7% of the adult population to 8.5%. This increase occurred
more rapidly in low- and middle-income countries, but also had an increase in the
number of cases in developed countries (Who, 2016). This increase in the number of
cases would be directly related to an increase in the risk factors for the development
of diabetes, such as overweight and obesity (Whiting et al., 2011; Tao et al., 2015;
Who, 2016).

Diabetic foot ulcer is one of the main complication that causes physical incapacity; it
is derived from several factors such as: neuropathies, abnormal biomechanics of the
foot and poor wound healing. Autonomic neuropathy results in anhidrosis and altered
superficial blood flow to the feet, promoting dryness of the skin and formation of small
fissures. Motor neuropathy causes the individual to have abnormal muscle
mechanics of the foot, in addition to structural alterations in this region, peripheral
sensory neuropathy interferes with the normal protection mechanisms, causing the
diabetic to sustain trauma in the peripheral regions, which may be recurrent and often
imperceptible. Recurrent infections are caused by reduced immunity, phagocytic
function associated with hyperglycemia and poor vascularization. Some risk factors
are determinants for this type of injury: male, more than 10 years with diabetes,
peripheral neuropathy, abnormal foot structure, peripheral arterial disease, smoking,
history of ulceration or amputation, and poor glycemic control (Dinh et al., 2012;
Boulton, 2013; Baltzis et al., 2014).
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The process of tissue regeneration can occur in two different ways: replacement of
dead cells by healthy cells, identical to that of the injured tissue, or replacement of
the damaged tissue by a fibrous connective tissue. It is known that the regeneration
process involves a cascade of reactions and molecular mechanisms that mediate this
process (Hilfiker et al., 2011). The process of tissue repair occurs from three distinct

phases: inflammation, new tissue formation and remodeling (Eming et al., 2014).

Cell therapy, with bone marrow mesenchymal stem cells, has shown to be an
effective strategy to repair damaged tissues due to the properties of these cells.
Although the pathways involved in this repair process have not been fully identified, it
iIs known that transplanted cells release growth factors that modulate the immune
response, tissue organization, promote angiogenesis and, in turn, stimulate cell
differentiation. They also respond to chemotactic factors released by the injury,
causing them to migrate into this niche (Bianco et al., 2008; Ding et al., 2011,
Dimarino et al., 2013; Trounson e Mcdonald, 2015).

Tissue engineering appears as a source to aid in the regenerative process, through
the development of new biomaterials that can activate the regeneration of wounds,
prevent the contraction and protect the wounds against infectious agents. Several
groups of researchers have been focused on the synthesis and modification of new
biocompatible materials to obtain a product that can be applied as a wound dressing.
However, for biomaterials to be effective, they must have the following
characteristics: wound adherence, histocompatibility, fluid loss control and avoid
infections (Chen e Abatangelo, 1999; Kohane e Langer, 2008; Markets, 2016).

There are several methods of inducing diabetes in rodents. Type 1 diabetes, which is
characterized by non-production of insulin by B-pancreatic cells, can be induced in
different ways, both by the destruction of these cells by chemical compounds,
specific diets, surgical induction, and by the use of transgenic animals and
knockouts. The most used models are those that employ chemical compounds for
their induction (Carvalho et al., 2003). The use of chemical compounds aims the
destruction of the [-cells. This destruction of B-pancreatic cells leads to a
hyperglycemic state and weight loss. There are two main compounds that aim the
destruction of pancreatic cells and the consequent induction of diabetes:

streptozotocin and alloxan.
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Streptozotocin is synthesized by a gram-positive bacterium, Streptomycetes
achromogenes and was used to induce diabetes for the first time in 1963 by Rakieten
and colleagues to study the mechanisms involved in the development of diabetes
and its complications, as well as possible therapeutic interventions (Wu e Huan,
2001; Lenzen, 2008). The streptozotocin enters in the B-pancreatic cells through the
Glut-2 transporter, causing DNA alkylation, with subsequent activation of Poly-ADP
ribose, leading to NAD+ depletion, reducing the production of ATP and inhibiting the
production of insulin. Usually streptozotocin is used only once, in a high dose. In
mice it is used between 100-200 mg/kg and in rats between 35-65 mg/kg. About 4
days after the use of streptozotocin, blood glucose levels are measured, and results
above 250 mg/dL can be considered positive for diabetes in rats (Szkudelski, 2001;
Wu e Huan, 2001; Akbarzadeh et al., 2007).

Due to the treatment perspectives of foot ulcer from diabetic patients, new
therapeutics approach are needed to reduce the risks of infections, that usually leads
to necrosis and amputations, it's urgent to develop new approaches to overcome the

healing failure.
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2. Material and Methods
2.1. Ethical Aspects

This research was published and approved by the Health Sciences Commission of
the School of Medicine of PUCRS under number 6236, and also by the Committee
on Ethics in the Use of Animals - PUCRS, registered under number 15/00469. All
procedures and techniques used during the animal experimentation are in
accordance with the regulation proposed in the Brazilian Guidelines for the Care and
Use of Animals for Scientific Purposes, by the National Council for the Control of
Animal Experimentation (CONCEA, 2013) and the Ethics Committee for Use of
Animals of PUCRS (CEUA).

2.2. Animal Model of Diabetes and Injury Formation

Adult Wistar female rats with 60 days old were obtained from the Experimental
Biological Models Center, CeMBE, weighing between 200 and 300 g, with feed and
water ad libitum. The animals were kept in the CeMBE vivarium, and the
experimental procedures were performed in the same building, located at PUCRS,

Porto Alegre city, state of Rio Grande do Sul, Brazil.

Tail blood was collected on time 0 to evaluate the glycemic levels, after that, all
animals were fasted 8 hours prior of induction diabetes. Diabetes induction was
performed by an intraperitoneal injection of Streptozotocin (Sigma-Aldrich)(70

mg/kg), in a buffer solution with pH 4.5.

Seven days after the intraperitoneal injection of streptozotocin the blood glucose
levels of the animals were measured using the ACCU-CHECK ACTIVE kit (Roche
Diagnostics GmbH). Animals that had blood glucose levels above 250 mg/dL were
considered diabetic. After glucose measurement, animals were divided into their

groups, as described in item 2.3.

The animals submitted to the procedure to create the ulcer wound underwent
anesthesia of 80% Ketamine and 20% Chlorpromazine followed by a 6 mm diameter

dorsal incision with a biopsy punch simulating the ulcer wound, as shown in figure 1.
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Figure 1. Image of lesion in rat Wistar. A: animal wound of the control group; B: wound formed in
groups 1 and 2 with the presence of sutured biomaterial.

2.2. Biomaterial

The membrane was synthesized from biodegradable materials, and consists of the
cross-linking of chitosan with a biodegradable polyester urethane, producing a
hydrogel. It has been chosen to use a polyester that degrades rapidly, allowing rapid
absorption by metabolic pathways. All materials used are approved by the FDA for

use as biomaterials.
2.3. Experimental Design and Treatment of Groups

The number of animals used for each group was 8 individuals. Thus, 24 rats were

divided into 3 groups, namely:

(1) Group 1 (control) (n=8): diabetic animals, with the wound, without the
biological dressing and without cells of the mononuclear fraction;

(2) Group 2 (n=8): diabetic animals, with ulcerous wound and biomaterial

sutured on the wound;

(3) Group 3 (n=8): diabetic animals with biomaterial and bone marrow

mononuclear cells transplanted to the wound site.

After the formation of the wound, 1x10° cells of the mononuclear bone marrow cells
were transplanted to each animal of the group 3 by injection into the border of the
wound. After this procedure, the biomaterial was positioned and sutured on the

wound.
The animals were evaluated histologically in two different periods of time:

(1) Time 1: 7 days after membrane implantation
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(2) Time 2: 14 days after membrane implantation
2.4. Mononuclear Bone Marrow Fraction Preparation

After the euthanasia of the donor animals, they were dissected; the bone marrow was
aspirated from the long bones (femur, tibia and humerus), performed using a 26G
aspiration syringe and heparin-containing needle to avoid coagulation. The aspirated
material was placed in falcon tube containing RPMI medium, shortly after, the
material contained in the falcon was transferred to another tube containing
FicollPaque (Histopaque 1119, Sigma Aldrich) and centrifuged at 400G. The
mononuclear cell layer formed on FicollPague was collected and washed with DPBS.
Then, the concentration of cells present on the Ficoll layer and its viability was

determined using a Neubauer camera and the trypan blue exclusion method.
2.5. Histological Analysis

Samples obtained for the histological analyzes of the wound were removed 7 and 14
days after wound formation. To obtain the sample, the wound area was removed from

the animals' backs, after the euthanasia procedure in the CO2 chamber.

All samples were fixed in neutral buffered formalin and included in histological

paraffin.

For the animals analyzed at 7 days, 3 histological sections were performed for each
sample, the first cut located at the beginning of the wound, and the two subsequent
cuts at 450 and 900um from the initial cut (Figure 2A), for the animals analyzed at 14
days after the first cut was performed at the beginning of the scar, and subsequent
cuts at 200 and 400um after the first section (Figure 2B). Each section was made
with 4pum thick, stained with hematoxylin-eosin (HE).

The histological analysis were performed at the Oral Pathology Laboratory of the

Odontology School of PUCRS, Porto Alegre city, state of Rio Grande do Sul, Brazil.
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opm 900 pum Wound opm 400 pm Wound

450 pm 200 pm

Figure 2. Schematic diagram of the strategy used to perform the histological sections.
A: representation of the histological sections of the samples after 7 days of injury. B: representation of
the histological sections in the 15-day analyzes.
The analyzes were performed by two blinded examiners, with previous training by a
pathologist, and calibration of the examiners were made with the kappa coefficient

test.
2.6. Hematoxylin-Eosin staining (HE)

For the analysis of the epithelial tissue, the depth of the epithelial cell-covered wound
was taken into account. For the analysis of connective tissue was considered the
inflammatory process, measured by the type and quantity of inflammatory cells and

presence / absence of fibrosis, using HE staining.

Histological evaluation was based on previous literature, based on the degrees of
regeneration suggested by Martins et al., degrees of regeneration ranged from grade
1 (total repair of epithelium and connective tissue) to grade 5 (with epithelial ulcer still

present and infiltrated Inflammatory)(Martins et al.).
The microscopic characteristics analyzed for each grade were:

Grade 1 - Total repair of the epithelium with presence of fibrous connective

tissue, as well as absence or presence of few inflammatory cells.

Grade 2 - Total repair of the epithelium, with presence of fibrous connective
tissue and moderate amount of inflammatory cells, represented by macrophages,

plasma cells and lymphocytes.

Grade 3 - Presence of ulcer with two thirds (2/3) of its depth covered by
epithelium, connective tissue with medium fibrosis and moderate amount of
inflammatory cells cells, represented by macrophages, plasma cells and

lymphocytes.
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Grade 4 - Presence of ulcer with one-third (1/3) of its depth covered by
epithelium, a layer of connective tissue presenting moderate amounts of fibers and

inflammatory cells, represented by macrophages, plasma cells and lymphocytes.

Grade 5 - Presence of ulcer (total or less than one-third (1/3) of the depth
with repaired epithelium), connective tissue presenting severe or moderate amount of
inflammatory cells, represented by neutrophils, macrophages, plasma cells and

lymphocytes. The presence of micro abscesses can also be observed.

For each slide, four different fields were analyzed and the results obtained were
averaged (figure 3). These results were then compared to determine if there was any
difference between groups.

Figure 3. Diagram of the analysis strategy of transverse histological sections stained

with HE.
2.7. Tissue Regeneration Analysis

The size of the wound was measured comparing images taken during the
experiment, in day 2, 6 and 9 after the wound formation, and analyzed with the
ImageJ software, using a tool called Thereshold, which makes possible to highlight
the internal area at the edge of the wound.

The formula that was used to measure the rate of regeneration of the wound was
given as follows: Regeneration Rate (%) = (Original Wound Area — Detected

Area)/Original wound area x 100.
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2.8. Statistical Analysis

Quantitative data were expressed as mean * standard deviation. To compare the
regeneration of the wound between the groups, ANOVA followed by Tukey was used.
Values with p <0.05 were considered statistically significant. All statistical analysis

was performed using the statistical software SigmaStat.
3. Results
3.1. Establishing the animal model and wound formation

All of twenty-four animals received intraperitoneal injection of streptozotocin for
diabetes induction. Seven days after that, all animals showed glycemic levels higher
than 250 mg/dL, which is considered diabetic according to Akbarzadeh et al.
(Akbarzadeh et al., 2007). Besides that, it was possible to observe that the animals
showed a higher water intake, weight loss, and higher levels of urine. The
comparison between the pre (88.42 £ 6.98 mg/dL) and post-induction (431 + 86.6
mg/dL) glycemic levels shown significantly higher (p>0,05) as described in table 1.
After the confirmation of the induction process, the animals were submitted to the

wound formation procedure that was made with a 6mm diameter biopsy punch.



Table 1. Glycemic levels pre and post induction
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Glycemic Levels (mg/dL)

Animal Initial After 7 Days #
1 102 267 165
2 100 348 248
3 81 347 266
4 89 407 318
5 94 600 506
6 90 416 326
7 84 584 500
8 89 600 511
9 83 466 383
10 82 385 303
11 91 374 283
12 88 587 499
13 101 421 320
14 95 468 373
15 92 409 317
16 87 394 307
17 92 337 245
18 88 373 285
19 73 429 356
20 88 455 367
21 82 392 310
22 88 467 379
23 84 429 345
24 79 409 330

Mean * SD 82.42 + 86.6 431 1+ 8.6 p<0.05
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3.2. Wound Regeneration Rate by Image Analysis using ImageJ

The wound regeneration evaluation by image analysis are presented as mean + SD
in table 2. The values was obtained comparing the original area size with the size of
the wound area during the regeneration process on day 2,6 and 9 after the wound
formation procedure (Figure 4). After these values been obtained was possible to
estimate the average percentage rate of the area that had regenerated in the

different groups.

On day 2, it was possible to observe that the treated groups (G2 and G3) had shown
at least a twice regenerated area comparing to the control group (G1), that had not
been treated as the group with the biomaterial (G2) or with the biomaterial and
mononuclear cells (G3). Therefore, the data presented demonstrate a significant
difference between the group treated with the biomaterial and mononuclear cells(G3)
cells in relation to the control group (G1) (p<0.05 one-way ANOVA followed by
Tukey's test) two days after wound formation in animals.

Day 0 Day 2 Day 6 Day 9

- -- -
- --.

Group 3

Figure 4. Images comparing the wound healing in the day of the wound procedure (day

0), 2,6 and 9 day after the wound formation.
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Table 2 — Average percentage rate of wound regeneration in different groups

Day after the wound

Groups 2 6 9
Gl 14.12+13.74 70.92+11.89 95.54 +£0.03
G2 30.24+18.37 74.85+12.97 97.25+2.16
G3 38.46119.92*  74.48+23.09 97.3743.52

Data are expressed as mean * standard deviation. One-way Anova followed by Tukey test. *
P <0.05 vs G1.

3.3 Wound healing evaluation by histological staining with Hematoxylin Eosin
(HE)

From the histological analysis by the staining technique of HE, it was possible to
observe that in the first 7 days after the creation of the wound and treatment of the
groups, the animals of group 1 presented the degree of regeneration better than the
other groups, presenting an epithelium and no or few inflammatory cells in the
wound. One of the animals in group 2 presented the integral epithelium and a
moderate amount of inflammatory cells, the other animal presented the epithelium
with about 2/3 of its repaired depth and moderate amount of inflammatory cells. In
group 3, one of the animals analyzed presented the integral epithelium and a
moderate amount of inflammatory cells, while the other animal of group 3 presented
the epithelium with less than 1/3 of its repaired depth and moderate amount of

inflammatory cells, as represented in the figure 5.

Histological Analyses
7 days

Regeneration Grade
o = (] w F=S

N
é‘é'\ é";" és‘r Q\m é}w .e'»
& & & & & &
L L L
Group 1 Group 2 Group 3

Figure 5 — Graph representing the regeneration grade of the lesions after 7 days.
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In the analyzes performed 14 days after wound formation, it was observed that in the
animals of first group (G1), two of them presented complete reepithelialization with
moderate amount of inflammatory cells in the analyzed fields, one animal presented
the wound with about 2/3 of its reepithelized depth , With moderate amount of
inflammatory cells. Among the individuals in the group treated only with the
biomaterial (G2), two animals presented complete reepithelialization, with few or no
inflammatory cell in the wound, two other animals presented total reepithelialization,
and moderate amount of inflammatory cells, and only one animal presented the
wound with about 2/3 of its reepithelialized depth and moderate amount of
inflammatory infiltrate. In the group treated with the biomaterial and the mononuclear
cells (G3) the best regenerative response was observed, 6 animals were analyzed,
all of them presented complete reepithelialization, 4 of them with few or no
inflammatory cells in the wound, and only 2 animals with a moderate amount of

inflammatory cells, according to figure 6.

Histological Analyses
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Figure 6 — Graph representing the regeneration grade of the lesions after 14 days.

4. Discussion and Conclusion

Considering the high costs related to the treatment of patients with ulcers in the lower
limbs, and the high morbidity and mortality rate caused by this type of wound, the

search for new treatments is necessary.
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The diabetic patients affected by ulcers in the lower limbs demonstrate during the
process of tissue regeneration a prolonged inflammatory phase, with persistence of
the pro-inflammatory profile, passing from an acute to chronic state, this prolonged
inflammation is directly related to the precarious healing of these wounds, leading
These individuals to recurrent infections, and when not treated properly from the
outset, can lead to amputation.

Our study aimed to identify whether the use of a biological dressing associated or not
with mononuclear bone marrow fraction cells of rats would be able to improve the

regenerative response in ulcerous wounds in diabetic rats.

From the intraperitoneal use of streptozotocin, it was possible to establish an animal

model of diabetes.

Streptozotocin is a compound produced by a bacterium of the species
Streptomycetes achromogenes, after administration of streptozotocin, the compound
enters the B-pancreatic cells, through receptors of the Glut-2 type, leading to
reactions that cause inhibition of insulin production. Many authors suggest the use of
a 65mg/kg of streptozotocin for the diabetes induction, and also the use of male
animals for the procedure, furthermore, there is a 30% loss of the animals after

induction.

In our study, females were used, and the animals were induced with a single dose of
70 mg / kg, which was efficient and without any death due to the procedure. Evidence
of diabetes in animals was defined by the measurement of blood glucose levels. As
suggested by several authors: animals with values higher than 250 mg / dL were
considered diabetic.

In addition, after induction it was possible to perceive progressive weight loss,
excessive intake of food and water and polyuria, characterizing a severe and
progressive diabetic condition. Two animals were kept diabetic for 35 weeks, at the
end of the time the animals presented severe retinopathy, being totally blind.

After the model was established, it was possible to create a wound on the animal's
back to simulate an ulcer wound, simulating the ulcer present in diabetic individuals
in the lower limbs. During the surgical procedure for the creation of the wound no

animal was submitted to discomfort or painful sensations, due to the anesthetic
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protocol used; in addition, during the treatment, no antibiotic or anti-inflammatory

type as used, in order to avoid interference during the study.

Throughout our study, it was observed that the group of animals treated with the
biomaterial associated to the mononuclear cells (G3) showed a significantly better
results in terms of healing in the first two days after the formation of the wound in

relation to the other two groups tested.

According to some authors, the main phase present in the regenerative process in
the first two days is the inflammatory phase, which begins immediately after tissue
damage, through the activation of inflammatory pathways and the immune system,
primarily to prevent blood and fluid loss. In addition to the removal of dead tissue to
prevent infection. Hemostasis is activated by the formation of a platelet buffer,
followed by a fibrin matrix, becoming the support for the infiltrating cells (Oberyszyn,
2007; Eming et al., 2014).

During the first few days, we observed that the animals that had the biomaterial
sutured on the wound had a cleaner and dry wound, when compared
macroscopically with the animals that did not receive any type of treatment,
suggesting that the biomaterial acted in a way to perform homeostasis of the wound,
supporting the formation of the fibrin matrix and for cell infiltration. In addition,
animals treated with the mononuclear cells in addition to the biomaterial showed a
significantly better regeneration rate than the other groups as mentioned above, with
a marked reduction in wound size, by decreasing the time of the inflammatory phase
and early onset of the cell migration phase. This is possibly because the bone
marrow mononuclear cells secrete trophic factors and cytokines capable of inducing

cell migration to the injured site.

From the analysis of histological sections stained with hematoxylin and eosin was
possible to observe that in the animals evaluated 7 days after wound formation, the
individuals of group 1 presented the better results, once they presented the wounds
completely reepithelialized with little or any inflammatory infiltrate cells, the animals
that had the biomaterial implanted on the wound, presented the wounds with
moderate or severe amounts of inflammatory infiltrate, with only one animal from
each group presenting the complete reepithelization process. The no regeneration of

the wound, and the greatest number of inflammatory cells may be due to the fact that
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the biomaterial was implanted causing an adverse inflammatory reaction due to the

presence of this new material.

Among the animals evaluated 14 days after the injury, it was observed that the group
that presented the best regenerative response was the group that had been treated
with the biomaterial and the mononuclear cells (G3), with six animals analyzed, 66%
presented complete regeneration of the wound with few or no inflammatory cells in
the evaluated fields, in addition the other animals presented complete regeneration
and a moderate amount of inflammatory cells. In the animals of group 2, treated only
with biomaterial, 40% presented complete regeneration of the wound and few or no
inflammatory cells, another 40% presented complete regeneration and moderate
amount of inflammatory infiltrate, and finally one of the animals presented incomplete
regeneration with a moderate number of cells inflammatory. Among the animals
evaluated in group 1, without treatment, two of them presented complete
regeneration with few inflammatory cells, and one animal presented incomplete

regeneration with a moderate number of inflammatory infiltrates.

In a study conducted by Elsharawy et al., 30 albino rats were induced to develop
diabetes, also with the use of streptozotocin, and a similar wound was made in the
frontal region of the leg of these rats. The animals were divided in two groups with
different treatments, one control group, with diabetic animals and without any
treatment, and another group with animals treated with human stem cells derived
from umbilical cord. In their results it was also observed that the stem cell group
presented a higher average regeneration in the wound area when compared to the
control group, besides the increase in epithelial thickness, greater number of vessels
and greater deposition of collagen (Elsharawy et al., 2012).

Another similar study was conducted by Gao et al., The use of mesenchymal cells in
the regeneration of ulcers in a model of diabetes in mice was investigated. In this
study, the group concluded that mesenchymal cells from healthy mice expressed
higher levels of IGF-1 than cells from diabetic mice. The mesenchymal cells of the
healthy mice accelerated the regeneration process, presenting an increase in the
rate of contraction of the wound. In addition, administration of mesenchymal cells
increased insulin levels as well as increased expression of the GLUT4 signaling
pathway, further suppressing glucose and lipid levels, resulting in metabolic

improvement (Gao et al., 2014).
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Kuo et al. Also investigated the use of bone marrow-derived mesenchymal cells in
the regeneration of diabetes ulcers in an experimental model from the use of
streptozotocin in rats. In this study it was also demonstrated that the use of
mesenchymal cells accelerated the tissue regeneration process, significantly
reducing the wound size in animals treated with mesenchymal cells derived from the
bone marrow. In addition, the time for total wound healing was also significantly lower
in the mesenchymal cell treated group. Levels of vascular endothelial growth factor
were significantly higher in the group treated with mesenchymal cells (Kuo et al.,
2011).

These findings corroborate our study, since the groups treated with stem cells
presented better results in relation to the groups that did not receive the same
treatment. This fact is probably due to the many trophic factors secreted by the stem

cells, which end up inducing cellular migration, cell differentiation and angiogenesis.

The biomaterial used plays an important role in the regenerative process, since it
acts as a buffer of the wound, giving support to fibrin matrix formation and to the
platelet aggregate that acts in the first moments of the tissue regeneration, besides
allowing the gas exchange. This material, when associated with the cells of the
mononuclear bone marrow fraction, seems to give even more support to the cell
migration to the wound site, making the regeneration time even faster, and

decreasing the inflammation over time.

From the findings of this study, we can assert that the use of the mononuclear bone
marrow fraction associated with the biomaterial increased the regenerative response
of the wound in the first days, as well as an improvement in the inflammatory process
at the end of the 14 days. The group treated with the biomaterial alone also
demonstrated a better regenerative rate than did the diabetic group that did not
undergo any type of treatment, demonstrating that the biomaterial is an important tool
in the regeneration process. Further studies are needed to identify the inflammatory

pathways involved during this process.
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