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RESUMO

Introducdo: Diabetes Mellitus € uma doenca causada pela insuficiéncia da
producdo de insulina ou ma absorcdo desta, no qual desencadeia diversas
consequéncias, dentre elas estd a ma cicatrizacao de feridas, como o tratamento é
limitado, requer novas opgoes. O GelMA é um hidrogel fotopolimerizavel ndo citotoxico
e biodegradavel sendo a gelatina um colageno hidrolisado degradado, um dos
componentes mais abundantes da matriz extracelular (MEC), vem sendo estudado
como opcao no tratamento de cicatrizacao de feridas. Objetivo: Produzir scaffolds a
base de policaprolactona modificada com gelatina metacrilatada para regeneracao
tecidual de pele de pé diabético. Materiais e métodos: Foram testados quatro tipos de
hidrogéis em ratos previamente induzidos a diabetes, foram separados em 05 grupos,
grupo controle, grupo G10%, grupo P12%, grupo PCM, grupo PGel. A contagem de
fibroblastos foi realizada em Iaminas coradas com o método HE, proveniente das areas
lesionadas no 72 e 142 dia, nas laminas coradas foram contados o numero de
fibroblastos. A coloracao de Picrosirus Red (PSR) foi utilizada para detectar a presenca
ou ndo de colageno, ja a microscopia eletrbnica de varredura foi usada para
proporcionar conhecimento no que concerne a dimensdo, forma e arranjo das
particulas. Resultados e discussao: Dentre os hidrogéis testados no 7° dia de
protocolo, o grupo P12% e PCM obtiveram maior significancia estatisticado numero de
fibroblastos encontrados, comparados ao PGel e G10%, ja no 14° diao hidrogel que
houve um maior numero de fibroblastos encontrados foi o grupo PGel. Os fibroblastos
sdo células essenciais presentes no encadeamento da cicatrizacdo, dessa forma,
acredita-se que curativos a base dessas substancias possam auxiliarno tratamento
de feridas de pacientes com DM (Diabetes Mellitus). Conclusdo: O grupo que teve
melhor desempenho foi o PGel com base nos resultados apresentados quanto a
quantidade de fibroblastos, bem como na quantidade de colageno tipo Il e tipo |, desta
maneira, sugerindo um efeito benéfico na modificacdo deste material para aplicacoes

voltadas a regeneracao tecidual.

Palavras-chave: Hidrogel, Diabete mellitus, PGel, fibroblastos



ABSTRACT

Introduction: Diabetes Mellitus is a cure for infections, as treatment is limited,
treatment of this disease, consequences they are poor wound healing, as treatment
is limited, treatment of this disease. GelMA is a non-toxic and biodegradable
photopolymerizable hydrogel being a degraded hydrolyzed collagen, one of the
most abundant components of the extracellular matrix (ECM), has been studied as
an option in the treatment of wound healing. Objective: To produce a methacrylate
base for diabetic foot skin modified with a methacrylate gelatin base for diabetic foot
tissue skin. Materials and methods: Four types of hydrogels were tested in rats,
previously defined in 5 groups of hydrogels, were defined in 5 control groups, G10%
group, P1 group, PCM group, PGel group. Fibroblast counting was performed on
slides stained with the HE method, from the injured areas on the 7th and 14th day,
on the stained slides the number of fibroblasts was counted. The collection of
Picrosirus Red (PSR) was used todetect the presence or not, as a scanning
electron microscopy was used to provide information about the size, shape and
arrangement of the particles. Results and discussion: Among the hydrogels tested
on the 7th day of the protocol, the P12% and PCM groups obtained greater
statistical significance in the number of fibroblasts found, compared to PGel and
G10%, on the 14th day the hydrogel had a greater number of fibroblasts found for
the PGel group. Fibroblasts are the main cells that do not present any healing
process, so it is believed that dressings based on these cells can help in the
treatment of wounds in patientswith DM. Conclusion: The group that performed
better for PCL-modified/GEL based on the results presented the amount of
fibroblasts, as well as the amount of collagen type Ill and type I, in this way,
suggesting a beneficial effect in thematerial change for applications.

Keywords: Hydrogel, Diabetes mellitus, PGel, fibroblasts



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Dentre os materiais utilizados para o teste, foi identificado resultado positivo em
todos os materiais testados, ainda foi possivel notar que alguns materiais possuiram
maior capacidade de adesdo e maior desenvolvimento celular, bem como meios
propicios para maior cicatrizagao das feridas dos ratos diabéticos, isso significa que,
acredita-se que que os materiais testados possam contribuir para o tratamento de

feridas ocasionadas pela DM (Diabetes Mellitus).
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ANEXO B - Artigo submetido a materials letters

1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus € uma doengca que tem como causa a insuficiéncia da
producéo de insulina ou ma absorgéo desta. Devido a isso, pode levar a hiperglicemia
e aumentar as taxas de comprometimento cardiaco, arterial, visual, renal e
neurolégico, que podem ocasionar obito em casos graves (KATSAROU et al.,2017)

De acordo com dados da International Diabetes Federation até o ano de 2017,
8,8% da populagdo mundial entre 20 a 79 anos convivia com diabetes. Projeta-se para
0 ano de 2045 o numero absoluto de 628,6 milhdes de pessoas vivendo com a doenca
(BRASIL, 2019; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES; 2020).

No Brasil, segundo dados da Sociedade Brasileira de Diabetes,
aproximadamente 13 milhdes de individuos convivem com diabetes mellitus, esse
valor corresponde a um percentual de 6,9% da populacao nacional. Nota-se ainda que
ha diferencas no diabetes tipo 1 e tipo 2 quanto a taxa de incidéncia. Para o diabetes
tipo 1, nota-se aumento de incidéncia relacionado a faixa etaria de individuos com
menos de 15 anos de idade, pontuando 7,6 para cada 100 milhabitantes, a nivel
mundial, em 2017, surgiram 132 mil casos novos por ano na faixa etaria de 0 a 19 anos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2020).

Entretanto, € diferente para o diabetes tipo 2, no qual nota-se aumento de
incidéncia apds a terceira década de vida. No Brasil, essa patologia também esta
associada a um grande numero de complicagdes, principalmente cronicas, como
insuficiéncia renal, amputacdo de membros e doencas cardiovasculares (NUNES et
al., 2019).

Dentre as consequéncias associadas a doencga, a ma cicatrizacao de feridas é
uma das complicacbes mais prevalecentes que se desenvolvem a partir de
contaminagao cruzada, podendo causar ulceras crbnicas nao cicatrizantes que
resultam em infeccdo (HE et al.,, 2017). As ulceras sao feridas ndo cicatrizantes

caracterizadas por uma inflamagéo cronica devido a diversos fatores como a
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neuropatia, oxigenacdo inadequada, insuficiéncia vascular nas extremidades e
infeccao bacteriana (DEVALLIERE et al., 2017).

Embora exista uma variedade de regimes e protocolos de tratamento em
feridas, as eficiéncias terapéuticas ainda sdo muito limitadas (HE et al., 2017). Os
meétodos utilizados para cicatrizacdo dessas ulceras incluem o uso de antibiéticos,
curativos e tratamento hiperbarico. Sabe-se que uso de cada tipo de tratamento
depende da condi¢cdo do paciente, caracteristica da ferida e microambiente, sendo
critérios de importancia ao se escolher o tratamento correto e o material adequado
(SINGLA et al., 2017).

Os protocolos e materiais citados apresentam 6timo resultados de cicatrizagao
de feridas, contudo os métodos utilizados apresentam limitagdes, por exemplo, o0 uso
de antibidticos, como o becaplermin (Regranex™), o farmaco pode estar associado ao
desenvolvimento de outras doencas e gerar maior risco de mortalidade (CHANG,
2016). Outra prerrogativa que limita o tratamento € a viabilidade econdmica que é o
caso dos enxertos onde sua aplicacao é limitada devido ao seu alto custo, rejeicao
imune, necessidade de cuidados extensivos e dificuldade em recuperar as
funcionalidades completas da pele (SINGLA et al., 2017). Essas limitagdes acabam
agravando a acessibilidade do paciente.

Um dos principais problemas associados ao tratamento de tecido é o
fornecimento suficiente de oxigénio e nutrientes para atender as demandas de células
(GHOLIPOURMALEKABADI et al.,, 2016). Sendo que a distribuicdo de nutrientes
adequada e homogénea, especialmente o oxigénio, facilita a migragao celular, a
neovascularizagdo e o crescimento de tecido, esses fatores ndo ocorrem facilmente
em pessoas com Ulceras cronicas, pois a ma circulacao ocasionada por defeitos e
integridade dos vasos sanguineos sao os principais fatores pela ma oxigenacao das
partes periféricas (pés) resultando na UPD (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2016;
ADEGHATE et al., 2017).

Estudos sugerem a aplicagao de metacrilato de gelatina (GelMA). O GelMA é
um hidrogel fotopolimerizavel nao citotdéxico e biodegradavel modificado com grupos
metacrilato, ou seja, um hidrogel composto por gelatina modificada com o anidrido
metacrilico e € um biomaterial atraente para estudos de células e aplicagcbes de
engenharia de tecidos (ADDKAZEMZADEH-NARBATET al., 2017). Pode ser
sintetizado por conjugacao de grupos de metacrilato aos grupos que contém amina
de gelatina natural (RAMON-AZCON et al., 2012). Sendo a gelatina um colageno
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hidrolisado degradado, um dos componentes mais abundantes da matriz extracelular
(MEC) (HASSANZADEH et al., 2016).

O metacrilato de gelatina (GelMA) tem sido utilizado por varios pesquisadores
em diversos tipos de tratamentos, especialmente como propostas de curativos
(ASSMANN et al., 2017, ANNABI et al., 2017; RIZWAN et al., 2017; ZHAO et al.,
2017). Diante de todas as aplicacbes do GELMA destaca-se o estudo de Alemdar
(2016) sobre a sintese de um hidrogel gerador de oxigénio formado pela combinacao
de GelMA com perdxido de calcio (PC-Gelma) para fornecer oxigénio a células
cardiacas em condi¢coes isquémicas, o resultado apresentou um aumento na
viabilidade celular.

Para solucionar o problema de ma oxigenacdo de pacientes diabetes com
lesdes, este projeto propoe desenvolver curativos de multiresposta a base de hidrogéis
para tratamento de feridas de dificil processo de reparacdo utilizando materiais
aprovados no FDA. Para isso sera proposto um biomaterial cicatrizante através de
GelMA, Policaprolactona pela técnica de eletrofiacdo, avaliando seu desempenho
antimicrobiano e potencial regenerativo de feridas crénicas de dificil processo de

regeneracao.
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2 OBJETIVOS

Produzir scaffolds a base de policaprolactona modificada com gelatina

metacrilatada para regeneracgao tecidual de pele de pé diabético.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modificar estrutura da gelatina suina, produzindo GelMA;

Alterar a estrutura das nanofibras eletrofiadas de PCL formando PCL
modificado;

Obter curativos eletrofiados de GelMA e PCL modificado;

Investigar a morfologia das fibras obtidas por meio de microscopia eletronica de
varredura;

Aplicar os curativos para estudo da cicatrizacao de feridas em modelo diabético
in vivo induzido por Streptozocin;

Analisar por método microscopico (histomorfométrico), a deposicao de
colageno tipo | e lll nas feridas em diferentes periodos experimentais (7 e 14
dias);

Comparar por meio de analise histolégica o processo de reparo das feridas pela
quantificacao de fibroblastos em diferentes periodos experimentais (7 e 14
dias).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 APELE

Todo o corpo € coberto por pele, desta forma para (ARNOLD, 1994), ela
também é um 6rgao que oferece protegcéo e atua na eliminacao de residuos, a pele
é também um oOrgado sensorial, que recebe e conduz estimulos. Para Oliveira,
Torquete, Nascimento (2020), a pele possui diversas fungdes com énfase na atuagao
‘como barreira para bactérias e diversas doencas (protecdo imunologica)”. Ainda
de acordo com os autores, ela atua protegendo o corpo de traumatismos,
regulando a temperatura corporal, mantendo o equilibrio hidrico e eletrolitico,
sendo fonte de identificacdo de sensagdes dolorosas, ou agradaveis, além de atuar
na sintese de vitamina D.

Para Rivitti, (2018), a pele é responsavel por mais de 15% do peso do corpo,
sendo indispensavel ao ser humano, por atuar isolando os componentes organicos do
meio exterior, apresentando variagbes de acordo com sua localizacdo podendo ser
flexivel ou rigida.

Figura 1 - llustracao representativa das camadas e componentes da pele

Poro Glandula
Corpusculo sebacea
sudor!pgro de Meissner, e

~Camada comea

Epiderme | _~~ (queratinizada)

-Glandula
sudoripara

Lol Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutanec
{adiposo)

Foliculo piloso

A epiderme “(do grego epi = acima; derma = pele) € a camada mais superficial
e também a mais importante da pele”. (CESTARI, 2012, P.10). A epiderme conta com
cinco camadas, que sdo a camada basal (estrato germinativo), composta por células
cubicas que se multiplicam continuamente, localiza-se na camada mais interna
préximo a derme, essa camada também acumula queratina, ou seja é queratindcito e

suas ceélulas sao cilindricas com citoplasma basdfilo e nucleos
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grandes, alongados, ovais e hipercromaticos, em constante divisdo mitotica.
(CESTARI, 2012).

A camada espinhosa, possui de 9-10 camadas de células, contendo células
poliédricas, possuem prolongamento no citoplasma, que se estendem para fora
conectando-se a células vizinhas por desmossomos. (GOMES, 2021.). A camada
granulosa, consiste em 3-5 camadas de células em que a aparéncia dos
gueratindcitos muda radicalmente. O estrato lucido € composto por diversas camadas
de células achatadas, diretamente ligadas e em sua maioria apresenta limites
diferentes que perdem todas as suas inclusdes citoplasmaticas. (GHELLERE, 2020).
A camada cornea tem espessura bastante variavel e é composta por células
achatadas, mortas e anucleadas. (SIQUEIRA, 2019)

A funcao da derme é proteger e de sustentar, € nela também que se formam as
glandulas sebaceas e os foliculos pilosos, ela possui fibras colagenas, elasticas e
reticulinicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Sua responsabilidade € nutrir a
epiderme, visto que ela exige sucessivas reposi¢coes de nutrientes indispensaveis para
manter a atividade mitatica. (IRION, 2005).

A derme possui duas camadas distintas: o estrato papilar e o estrato reticular.
A primeira é mais superficial e delgada, enquanto a segunda é mais profunda e mais
espessa. Nesta camada da pele, podem ser encontrados diversos tipos celulares
como: mastaocitos, fibroblastos, plasmécitos e macréfagos. Todavia, vale enfatizar que
os fibroblastos sao considerados a principal linhagem celular dessa regiao da pele e
tem a funcao de sintetizagao de colageno, elastina e substancia fundamental amorfa
para formagao da matriz extracelular, além de reparar a pele lesionada(JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).

A hipoderme (tecido subcutaneo) tem a funcdo semelhante a um amortecedor
para a derme e a epiderme. Nela, podem ser encontradas fibras de elastina e
colagenas provindo da derme que se movimentam entre as células gordurosas
acumuladas e, assim, formam uma conexao entre as camadas superficiais e
subcuténeas da pele (GOMES et al., 2016; CLIVATTI et al., 2015). Devido a dimensao
e distribuicdo anatdbmica da pele, a hipoderme & exposta a frequentes agressoes

ambientais, acarretando, assim, na descontinuidade do tecido.
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3.2 PROCESSO DE REPARACAO DO TECIDO

De acordo SOBEST (2020), a ferida € representada por “perda da integridade da
pele (ferimento) por causas externas (traumas ou cirurgias), ou por causas internas ou
enddgenas, relacionadas a doengas facilitadoras ou causadoras da ferida.” Ela também pode
ser entendida como a interrupgado da continuidade de um tecido corporeo, seja em
maior ou menor extensao e a sua reparac¢ao torna-se crucial para a sobrevivéncia. O
manejo correto de ferimentos deve ser feito com a desinfeccdo, debridamento e
provisdo de um ambiente umido que estimule o estabelecimento do local para que
ocorra o processo natural de cicatizagdo (ARNOLD Jr. et al., 1994).

Consoante a sua classificagdo, as feridas podem ser vistas quanto: ao agente
causador em incisa ou cortante; contusa; lacerada; perfurante; penetrante; escoriacao;
térmica ou queimadura; patoldgica; iatrogénica, amputacdo. Elas também sao
classificadas quanto a sua etiologia: aguda ou crénica (PEREIRA,2018).

As feridas simples respondem de forma rapida ao tratamento padrao, porém
os ferimentos graves e extensos, sejam eles provocados por queimaduras, abrasao
da pele, avulsdo de tecidos, ulcera ou perda pos-necrética de tecidos cutaneos,
necessitam de um tratamento mais especializado até que haja completa cicatrizagao
da lesdo, em que ha formacao de tecido de granulacdo das areas mais profundas
(JUNIOR et al., 2018). Vale salientar que em qualquer fase da vida a pessoa pode
ser acometida por feridas.

Nascimento (2019) menciona em sua pesquisa que cerca de 3% da populagao
brasileira possui algum tipo de lesao crénica; 2,7% apresentam ulceras cronicas nos
pés e pernas, porcentagem que alcanca 10% nas pessoas com diabetes,
representando a segunda causa de afastamento do trabalho no Brasil. Por outro lado,
€ importante se observar que devido a pesquisas isoladas e a escassos registros
existentes, pode haver possibilidade de que os dados estatisticos nao retratem
fidedignamente o sério problema de saude publica que as feridas cronicas
representam (SANTOS et al., 2020).

Destarte, salienta-se que ao surgir a ferida cutanea, deve-se iniciar de imediato
0 processo de cura da lesdo cutanea por cicatrizagdo. Esse € um processo bioquimico
e fisiolégico que objetiva recriar a plenitude do tecido lesionado, através de respostas
e/ou interacbes celulares e moleculares, de forma harmoniosa e simultdnea
(MARTELLI et al., 2016).
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Antes da cicatrizacdo, a ferida passa pela fase inflamatéria em que acontece
varias reagoes locais e sistémicas oriundas da interacdo celular e vascular. Nessa
etapa, também acontece a descontinuagdo de vasos sanguineos devido a agressao
do processo inflamatério. que logo € minorado porque o organismo se manifesta frente
a esse evento com a diminuicdo do fluxo sanguineo por meio davasoconstricéo e
formacao de coagulo, evitando que haja mais perda de sangue (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Nesse contexto, vale salientar que o aumento da permeabilidade vascular
ocorre devido a vasodilatacdo promovida por mediadores quimicos locais, que
favorecem a quimiotaxia leucocitaria, originando o processo inflamatoério agudo e o
surgimento dos sinais caracteristicos da inflamacao, tais como (dor, calor, rubor, tumor
e perda de funcédo) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Pari passu, antes de se alcangar a cicatrizagdo, os neutrofilos que estao
envolvidos no controle da infeccdo e aumento da permeabilidade vascular séo as
primeiras células inflamatoérias atraidas pelos fatores quimiotaticos (IBRAHIM et al.,
2018). Como eles sao responsaveis pela defesa do organismo e possuem vida média
curta, ao eliminarem os contaminantes da ferida, dao lugar aos macréfagos,
importantes no processo imunitario. Essas células liberam fatores de crescimento
como interleucina | (IL-1), fator transformador alfa (TGF-a), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), entre outros que estimulardo a formacdo de novos vasos
sanguineos, assim como das células endoteliais que propagardao a deposicao de
tecido conjuntivo neoformado e a migracdo de queratindcitos, acelerando a
reepitelizacado da lesdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Assim, os macrofagos sdo importantes agentes na transicao da fase inicial da
resposta inflamatdria para as fases seguintes da cicatrizag&o, pois eles atuam na
eliminacdo de corpos estranhos ao organismo. Na fase proliferativa, ocorre a
reparacao do tecido conjuntivo com formacgao do tecido de granulagao e do epitélio,
dessa forma, o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) € produzido de forma
intensa e atua de forma a promover o crescimento de novos vasos sanguineos a
partir de vasos ja existentes, com posterior restabelecimento da circulagdo local,
necessaria para a oxigenacgao e nutricdo dos tecidos (IBRAHIM et al., 2018).

Por conseguinte, tem-se a proliferacdo vascular em que também ocorre a

fibroplasia que € o processo de recrutamento de fibroblastos das margens da ferida
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e consequente produgéo de colageno (um principal componente da pele) por essas
células, como também secretam elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e acido
hialurénico, contribuindo para o éxito da cicatrizacao (MARTELLI et al., 2016).

As células em proliferagcdo, juntamente com as proteinas produzidas por elas e
0s novos vasos formados dardo origem ao tecido de granulagao, ultima etapa da fase
de cicatrizagdo, eles também terdo a finalidade de nutrir os novos tecidos(ISAAC
et al., 2012). O tecido de granulacdo € o sinal macroscépico da deposicaode tecido
conjuntivo no leito da ferida e possui coloragdo avermelhada e aspecto granuloso
(GONZALEZ et al., 2016).

Salienta-se que o processo de reepitelizagdo se inicia horas apds o surgimento
da lesao, com a reconstituicdo das células epiteliais no tecidoestratificado que cobrira
a ferida restaurando a funcao da pele. Consoante as feridas superficiais, as células
epiteliais migram das margens da lesdo, bem como de seus anexos (foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas), enquanto que nasferidas profundas, onde ha
destruicdo dos anexos, ocorre migracao apenas das células das bordas (PEREIRA,
2018).

ApOs a reepitelizagao, inicia-se a fase de remodelagem. Essa é a fase em que
acontece uma “tentativa de recuperacao da estrutura tecidual normal, marcada por
maturacédo dos elementos e alteragdes na matriz extracelular, ocorrendo o depésito
de proteoglicanas e colageno’(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009, [n.p]). Ela
também pode ser considerada a ultima do processo de cicatrizagdo de uma ferida, em
que ocorre de maneira lenta, podendo se prolongar por meses ou anos (GONZALEZ
et al., 2016).

Destarte, a remodelacdo do colageno inicia-se a partir do momento em que
comega a formacado do tecido de granulacdo e se mantém por meses apos a
recobrimento da ferida por um novo tecido epitelial. Esse processo € dividido nas
seguintes etapas: producdo, deposicao, digestdo e reorganizacdo. O tecido de
granulacao vai sendo enriquecido com mais fibras de colageno e, a partir desse
processo, ja € possivel se observar o aspecto de cicatrizagdo. Acentua-se, outrossim,
gue quanto mais fibras de colageno, mais resistente € a cicatriz, porém, inicialmente
0 seu depodsito é feito de maneira aleatdria, orientando-se pela organizacdo da
fibronectina, obedecendo a dire¢do e natureza das tensodes aplicadas ao tecido e que
a resolucao completa de uma ferida, somente pode ser considerada apos concluida a

maturagdo e remodelagem da matriz extracelular e o
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seu processo de conclusdo pode ir de meses a anos (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

Por conseguinte, essas fibras sdo digeridas pela colagenase que € produzida
por macréfagos, fibroblastos, leucocitos e células epiteliais. Em seguida, elas séao
ressintetizadas e rearranjadas de maneira mais organizadas, seguindo o tecido
conjuntivo normal adjacente, o que confere a cicatriz uma configuragao mais regular
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Ademais, o novo colageno depositado passa por uma modificagdo estrutural
em que apresenta fibras maiores, com maior numero de fibrilas e com quantidades
significativas de ligacdes cruzadas entre elas, denominando-se de colageno tipo |,
mais organizado, maduro e com mais forca ténsil adquirida pela cicatriz (DEHKORDI
et al., 2019).

ApoOs a reorganizacdo do colageno no local neoepitelial, observa-se a
diminui¢cao de todos os elementos celulares e de componentes do tecido conjuntivo,
0 que resulta na reducao de sua sintese. Por fim, também se observa que ha uma
decrescimento da vascularizagcdo e os vasos neoformados sofrem apoptose,
fendbmeno denominado de regressdo endotelial, importante para eliminar células
supérfluas, consequentemente, forma-se a cicatriz (IBRAHIM et al., 2018).

Dessa forma, a cicatriza¢do deve ser acompanhada por meio de uma avaliacao
subjetiva e objetiva. Na primeira, o avaliador analisa macroscopicamente ocurso do
reparo tecidual e realiza o acompanhamento clinico que sera considerado satisfatorio
quando ocorrer o pleno fechamento lesdo (MARTELLI et al., 2016).

Na avaliagdo objetiva, sao utilizadas diversas técnicas que podem mensurar a
evolucao do reparo tecidual de maneira mais precisa, como a: planimetria digital, a
tensiometria, a microscopia, a histomorfometria, a imunoisqoquimica, entre outras.
Esses métodos bem como a combinacdo entre eles sao essenciais para tornar o

acompanhamento da cicatrizagdo mais completo e preciso (SANTOS et al., 2020).

3.3 DIABETES NO PROCESSO DE CICATRIZACAO

As feridas sdo eventos que afetam além da fisiologia da pele, também a
qualidade de vida de quem as tem e também l|hes causam um alto impacto
socioeconémico (OLIVEIRA et al.,, 2019). Nesse sentido, busca-se um tratamento
que vise a sua cura, por isso, 0 processo de cicatrizacdo das feridas pode ser

dividido em trés fases: inflamatoria ou exsudativa, proliferativa e remodelagao
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(PRADO et al.,, 2020). Salienta-se, também, que é complexo o processo de
cicatrizagcao, pois, sofre interferéncia de diversos fatores, tais como: idade, estado
nutricional e presenca de DCNT; e de fatores locais (infeccdo e presenca de tecido
necrotico) que podem prolongar o processo de restauracao da ferida (BORGES, 2008,
apud OLIVEIRA et al., 2019).

De modo especifico, o processo proliferativo é dividido em trés subfases
(reepitelizacao, fibroplasia e angiogénese). Ele é o responsavel pela restauracao
tecidual. Na primeira subfase, tem-se a formacao do coagulo de fibrina e migracao de
leucdcitos fagocitarios que removerao as substancias estranhas e microrganismos
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

A segunda subfase da proliferacdo, segundo os autores supracitados:

Inclui a fibroplasia e formacao da matriz, que é importante na formacao do
tecido de granulacéao (colecao de elementos celulares, incluindofibroblastos,
células inflamatérias e componentes neovasculares e da matriz, como a
fibronectina, as glicosaminoglicanas e o colageno). A formacao do tecido de
granulagcao depende do fibroblasto, célula critica na formagcao da matriz
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

O fibroblasto, ndo é apenas um produtor de colageno, ele também produz
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, que sao responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiologico (ISAAC, et al. 2010; BRYANT; NIX 2013;
MARTELLI et al., 2016). No processo de cicatrizacdo, ha a migracao dos fibroblastos
dos tecidos vizinhos para a ferida; todavia, para que isso aconteca,essas células
precisam ser ativadas (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Nessa fase de proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos, temos o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) como sendo o mais importante
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Por conseguinte, tem-se a liberagado do
TGF-B que ativa os fibroblastos a realizarem colageno tipo | e a propiciar a reducao da
lesdo. (ISAAC, et al. 2010; BRYANT; NIX 2013; MARTELLI et al., 2016).

A ultima fase da proliferacdo € a angiogénese, essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizagcdo, no entanto, em pessoas com diabetes ha a
diminuicdo da sintese de colageno e da angiogénese. Nessa etapa, ha a geracao de
vasos sanguineos novos e é sistematizada por meio de fatores de crescimento (TNF-
a, TGF-b, VEGF, FGF, PDGF), macréfagos e células endoteliais danificadas. Afase
de retracdo da ferida consiste na diminuicado do seu tamanho total e no reforco
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da resisténcia da cicatriz (ISAAC, et al. 2010; BRYANT; NIX 2013; MARTELLI et al.,
2016).

De acordo com a lesédo ela pode apresentar contragcdo mesmo quando ha
enxertos, que reduzem em 20% o tamanho da ferida, sendo estimulada pelos
miofibroblastos e pela reestruturacao do colageno. A ultima fase do processo se da na
remodelacdo do tecido, trata-se da fase mais longa da cicatrizacdo e pode se
prolongar por meses. Ao se depositar na matriz extracelular o colageno reorganiza
esta matriz ampliando a for¢a de tensao do tecido e reduzindo o tamanho da cicatriz e
do eritema (ISAAC, et al. 2010; BRYANT; NIX 2013; MARTELLI et al., 2016).

A nova cicatriz gerada podera ocasionar perda da fungdo do tecido ou néo,
sendo este um parametro para analisar o sucesso de um tratamento. Caso haja a
reducdo da neovasculatura, esta cicatriz podera ser classificada avascular. Uma
cicatrizacao dentro dos padrdes de normalidade apresenta cerca de 80% resisténcia
da tensao da pele saudavel, plana e ndo volumosa (ISAAC, et al. 2010; BRYANT; NIX
2013).

O sucesso da cicatrizagao normal perpassa por uma sequéncia de ocorréncias
complexas, coordenadas que compreende a migracdao celular, inflamacao,
propagacao de variados tipos celulares, angiogénese, geracdo de componentes da
matriz extracelular (MEC), reestruturacdo e reepitelizacdo. No diabetes mellitus
inumeros fatores influenciam no metabolismo deste processo, oque torna o
tratamento mais lento e sujeito a complicagdes. (MARTELLI; ANDRADE; SANTOS,
2018).

A adversidade cicatricial esta associada a demora no inicio do reflexo
inflamatoério e seu prolongamento por maior tempo, visto que a funcao fagocitaria
dos macréfagos esta comprometida. Além disso, a reducdao da angiogénese,
modificacdo na reprodugdo de queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais,
ampliacao da apoptose destas células, reducao da migracao de fibroblastos, falhas na
deposicao de colageno e atenuagao da produgao de fatores de crescimento também
afetam a cicatrizagdo (POLACHINI et al., 2019).

Além das modificagbes relacionadas com as etapas da cicatrizagdo, a
hiperglicemia cronica propicia modificagdes nas células do endotélio vascular gerando
uma enfermidade chamada de microangiopatia diabética. A reducdo do fluxo

sanguineo, provocada pelos danos endoteliais, reduz a oxigenagao e nutricao
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dos tecidos, atrapalhando o sistema de cicatrizagcdo de modo geral, além de estar
ligada a les6es isquémicas (GOIS et al., 2019).

A microangiopatia diabética esta ligada com a neuropatia diabética, outra
desordem do diabetes que atrapalha a cicatrizagao. A redugao do fluxo sanguineo dos
capilares perineurais causa esfacelos isquémicos em torno do epineuro e do
perineuro. Associadas as alteragcdes metabdlicas, essas lesdes causam a reducao da
condugao de estimulos sensitivos e motores nos nervos periféricos. Com percepgao
dolorosa e reflexo protetor reduzidos, os enfermos com diabetes estdo expostos a
lesdes e traumatismos que acontecem sem que os doentes notem.(SILVA et al.,
2020).

Em humanos, estas lesdes acontecem de modo predominante na regido dos
pés e sao suscetiveis a infecgdes e traumatismos recorrentes, visto que o paciente
dificilmente percebe a lesdo. o atraso na identificacdo da ferida e consequentemente
procurar pelo tratamento adequado complica a cicatrizacao intensificando o quadro
inflamatorio, sendo responsavel pelo excessivo humero de amputagdes (MATOS,
2017).

A hiperglicemia é uma das grandes responsaveis pela patogénese das
complicagdes oriundas do diabetes descompensado. Pacientes que tem dificuldade
de controlar os niveis séricos de glicose estdo mais predispostos a complicagdes,
sobretudo em 6rgaos cujas células ndo precisam da insulina para absorverem a
glicose, tais como o sistema nervoso, coracao, rins e capilares sanguineos, resultando
em grande concentracdo de acgucar no meio intracelular (DA COSTA SILVA, et al.,
2020).

A elevacado da glicose causa reacbGes quimicas, ativacdo e alteracdo do
metabolismo que danificam as células e seus componentes. Admite-se que a
hiperglicemia atue em varias vias metabdlicas principais, estando envolvidas nas
complicagdes pertinentes a cicatrizagao: a glicagao proteica, a via do poliol e a via da
proteina quinase (POLACHINI et al., 2019).

3.4 CUSTOS DO TRATAMENTO DE FERIDAS

E fundamental que haja uma avaliacido de custos para que seja garantida a
qualidade da assisténcia ao paciente. Todavia, muitos profissionais da area da saude
gue lidam com esse atendimento desconhecem o custo de procedimentos bem como

o tempo para a sua realizagdo. Assim, sobretudo na area de servicos de
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saude publica, a efetividade € mensurada a medida em que os resultados de uma agao
coadunam para o alcance de beneficios para a populacdo visada, e € mais
globalizante que a eficacia, a propor¢gao em que esta indica o atingimento do obijetivo.
(CASTRO et al., 2007).

No SUS, tem-se o Sistema de Gerenciamento da Tabela de Procedimento
(SIGTAP) que “é uma ferramenta de gerenciamento que permite acessar a tabela de
procedimentos do SUS e acompanhar as alteragdes realizadas em cada recurso,
detalhando as caracteristicas, compatibilidade e relacdo dos procedimentos”(SAUDI,
[20-]). Em relacdo ao valor pago pelo curativo, o reembolso é repassado para o
tratamento de feridas em curativos grau | e curativo grau Il, conforme descriminagao
abaixo (DATASUS, 2015):

Curativo grau | - com ou sem desbridamento:

Tratamento de lesdo aberta, caracterizada por pequena area de tecido
afetado nos aspectos de extensao, profundidade e exsudato (grau i), com a
finalidade de promover cicatrizagdo, evitar contaminacao e/ou tratar infecg¢ao.
Realizado em servigos de saude e no ambiente domiciliar (BRASIL, 2020).

Curativo grau Il

Tratamento de lesdo aberta, em que ha grande area de tecido afetado nos
aspectos de extensédo, profundidade e exsudato (grau ii), com a finalidade
de promover cicatrizagdo, evitar contaminagcdo e/ou tratar infecgéo.
Necessitando de cuidados mais complexos (BRASIL, 2020).

Com o aumento de precos, as tecnologias podem dificultar o financiamento do
atendimento pelas instituicdes de saude, sendo necessario planejamento para evitar
infeccdes, cronificacdo de doencas e aumento dos custos no tratamento de feridas.
Visando comparar os gastos do SUS com os custos resultantes da realizagdo dos
procedimentos com tratamentos. Para Rezende, et al, (2008) em seu estudo em varios
hospitais de Sergipe, pode perceber que o custo relativo a hospitalizagdo de pacientes
com Diabetes Mellitus apresentou variacdo financeira de R$ 943,72 a R$ 16.378,85,
com média de R$ 4.461,04.(REZENDE et al., 2008).

Estudo realizado em um hospital de Santa Catarina demonstrou que o
tratamento do pé diabético teve um alto custo resultando em amputa¢des na maioria
dos casos. Também evidenciou que o custo médio foi de R$ 4.367,05 (+ 9.249,01) e
o total de R$ 192.150,40 para o tratamento de paciente diabético que precisou de
amputacoes. Esse dado reforgca a necessidade de agdes voltadas para a prevencgao
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de lesdes associadas ao pé diabético, visando impedir amputac¢des e economizar
recursos (OLIVEIRA et al., 2014a).

Em relagdo aos custos com curativos em pacientes com Uulceras
vasculogénicas, uma pesquisa realizada no Rio de Janeiro evidenciou que o valor
repassado pelo SUS era notadamente defasado. No caso dos curativos limpos, o SUS
o repasse foi de 19,4% do valor real total do curativo. Para os curativos infectados, o
repasse correspondeu a 71,15% do total, ficando a instituicdo de saudeque realiza
este procedimento responsavel por assumir a diferenca do custo real de cada tipo do
curativo (MATA; PORTO; FIRMINO, 2010).

Os valores podem variar de acordo com os materiais e insumos escolhidos,
bem como a profundidade e a largura da lesdo, e quando s&o utilizadas coberturas
com prata os custos sdo mais elevados. Estudo realizado em Minas Gerais, 0s
Referencial Tematico Metodoldgico 48 curativos em que foi usada a cobertura primaria
de prata nanocristalina, apresentaram custo minimo de R$ 192,64 e maximo de R$
260, 18 reais (ANDRADE et al., 2016). Esses dados ratificam as dificuldades dos
pacientes inerentes ao seu tratamento e reabilitagdo em virtude do subfinanciamento
e a obstaculizacdo de acesso ao SUS, em particular, de pessoas com lesdes crénicas
como Uulceras vasculogénicas e complicagbes da Diabetes Mellitus atendidas em
ambulatorios e servicos publicos (BEZERRA et al., 2013).

Os gastos em saude crescem no Brasil em ritmo acelerado, decorrente de
problemas estruturais do sistema e da transicado demografica, com o envelhecimento
da populacdo, aumento da longevidade e o surgimento de doencas cronico-
degenerativas (MATA; PORTO; FIRMINO, 2010).

Entretanto, os dados mostram que o subfinanciamento do SUS é um dos
entraves no acesso igualitario e de qualidade de paciente em algumas institui¢oes,
fato que contribui para a coexisténcia com servicos sucateados, funcionarios
desestimulados, com ma remuneragao e sem um programa de educagao permanente,
gue pode ser justificado por problemas relativos a ingeréncia (ANDRADE et al., 2016).

De alguma forma, é necessario que as instituicbes desenvolvam pesquisas
relacionadas aos custos dos procedimentos realizados, com vistas a angariar maiores
repasses do SUS, bem como trabalhar a conscientizagdo dos funcionarios no que
tange a importancia de racionalizar os recursos materiais, evitando desperdicios que
acarretem custos maiores (BAPTISTA; CATILHO, 2006).
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3.5 USO DE BIOMATERIAIS NO PROCESSO DE CICATRIZAGCAO

No processo de cicatrizacdo de feridas de pessoas com diabetes mellitus, é
mais lenta a obtengcdo dos resultados devido a varios fatores que interferem no
metabolismo, o que o torna lento e sujeito a complicagdes (CANO SANCHEZ et al.,
2018).

O atraso no inicio da reacéao inflamatoria reflete na lentiddo do reparo tecidual.
Também vale destacar que a reducdo da angiogénese, bem como a modificagdao na
difusdo de queratindcitos, dos fibroblastos e células endoteliais, aumento da apoptose
destas células, diminuicdo da migracdo de fibroblastos, defeitos na deposi¢do de
colageno também prejudicam o processo cicatricial (XU et al., 2018; DU; LIU, 2017).

Além dessas alteragdes, outros fatores interferem na reepitelizacdo tecidual,
como, por exemplo: a hiperglicemia crénica por promover altera¢des nas células do
endotélio vascular, o que resulta na microangiopatia diabética. Outro fator a ser
considerado é a diminuicdo do fluxo sanguineo, causada pelos danos endoteliais,
reduz a oxigenacgao e nutricdo dos tecidos, o que interfere no processo cicatricial como
um todo, além de estar associada a lesbes isquémicas (YAMMINE; HAYEK; ASSI,
2020).

Outrossim, a microangiopatia diabética também esta relacionada com a
neuropatia diabética, visto que esta afeta os nervos periféricos, seja dos pés ou maos.
Dessa maneira, essa se caracteriza como sendo outra complicagdo do DM que
interfere na cicatrizacao.

Destarte, algumas pesquisas atribuem avangos no campo da cicatricial
baseados no equilibrio entre a sintese e o fracionamento do colageno e que épossivel
haver uma cicatrizagcdo mais efetiva através da introducdo de aceleradores da
cicatrizacao no local da sutura (CANO SANCHEZ et al., 2018).

Para que a ferida cicatrize a contento, € necessaria a compreensao dos
possiveis efeitos de métodos terapéuticos, bem como o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na sua cicatrizagao, pois, esse processo requer a participacao
de varias linhagens celulares, podendo cada uma dessas células se comportar de
modo diferente com base na terapia utilizada (XU et al., 2018).

A preparacao de um curativo anti-infeccioso € uma abordagem atraente para

o tratamento de ferimentos e feridas cutaneas. Estudos relatam varios curativos para
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feridas, que incluem alginato, policaprolactona (PCL), colagenase e quitosana em
formas de filmes, fibras, andaimes e espumas (KIM et al., 2017; TORNELLO et al.,
2018).

Neste contexto, o PCL como polimeros sintéticos alcangou enorme
consideracao devido a suas atraentes propriedades mecénicas e histocompatibilidade
[DIPPOLD et al., 2019; KARUPPUSWAMY et al., 2015). Entretanto, assim como para
outros poliésteres alifaticos, o comportamento de hidrofobicidade do PCL limita suas
aplicacoes para curativos de feridas (DING et al., 2014).

Para superar esta questdo, a mistura de polimeros sintéticos e polimeros
naturais pode levar as propriedades sinérgicas, que podem nao ser apresentadas
por polimeros individuais. Por exemplo, o PCL quando misturado com metacrilonil
gelatina (GelMA) para melhorar as propriedades hidrofilicas, a compatibilidade
biologica e a integridade mecanica (WANG et al., 2019).

Dessa forma é evidente que para as aplicagdes de curativos antimicrobianos
em feridas é crucial assegurar que as feridas estejam livres de infecgdo bacteriana.
Para fabricar o curativo de feridas, a técnica de fiacao elétrica tem sido ilustradacomo
eficaz para criar fibras continuas de polimercurio em uma escala de diametro que varia
de micro a nano-escala com uma alta relagdo superficie/volume paramelhorar as
propriedades (MENG et al., 2010).

Estudos evidenciam o uso de biomateriais como uma alternativa para auxiliar
no processo de cicatrizacdo. A GelMA €& um biomaterial que se assemelha aos
componentes naturais da matriz extracelular em tecidos nativos e apresenta varias
propriedades de significado biologico como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa antigenicidade e adeséao celular (DE PAULA et al., 2018).

O desenvolvimento de mantas baseadas em polimeros capazes de melhorar a
regeneracao de tecidos ou 6rgaos através de um adequado processo de adesao
celular e proliferacao, € uma area de pesquisa rapidamente emergente e a eletrofiacao
foi uma das técnicas mais exploradas para a preparacdo desses arcaboucos
(COIMBRAA et al., 2017; GIL-CASTELL et al., 2017).

Na engenharia de tecido (ET) tem se destacado a técnica de Eletrofiacdo
Coaxial que permite a producao de fibras ultrafinas e/ou nanométricas com estrutura

nucleo-casca (inglés, “core-shell”’) com boas caracteristicas de flexibilidade,
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durabilidade, biocompatibilidade e ndo antigenicidade quando em contato com o tecido
do hospedeiro ferido (COIMBRA et al., 2017).

Essas nanofibras podem ser utilizadas como uma matriz artificial que atuam
como substituto dérmico ideal, ajudando na proliferacao de células, por exemplo, os
fibroblastos que promovem a formacéo de novos tecidos (ZHAO et al., 2017). Outra
vantagem do uso de fibras coaxiais € a capacidade de combinar um nucleo com
propriedades mecanicas apropriadas e taxa de degradabilidade com um invélucro
preparado a partir de um material altamente biocompativel que sera responsavel pelas
interacdes materiais / hospedeiro (COIMBRA et al., 2017).

Um polimero bastante utilizado como nucleo na eletrofiagdo coaxial devido
sua boa propriedade mecéanica temos a Poli (e-caprolactona) de formula (CsH1002)n,
(PCL) ou simplesmente policaprolactona € um biomaterial polimérico sintético linear
aprovado pela FDA para diferentes aplicagcdes médicas com boas caracteristicas de
degradacao, biocompatibilidade, ndao toxico, alta resisténcia mecanica, excelente
eletrofiacdo e sdo comumente utilizado como veiculo controlado de liberagcdo de
farmacos e arcabougos (ASGHARI et al., 2017; KOUSHKI et al., 2016; PRADO-
PRONE et al., 2017; QIAN et al., 2014).

Uma nova abordagem tem surgido recentemente, que € o material 4D. O
conceito de um material 4D parte do seguinte pressuposto, que sao materiais
construidos através da impressdao em 3D nos quais esses materiais biocompativeis
sdo sensiveis, com capacidade de remodelar ou alterar sua fungcdo de acordo com
estimulos externos, incluindo temperatura, agua, campo magnético, e luz (GAO et
al., 2016; MANDON; BLUM; MARQUETTE, 2017).

Mandon e colaboradores (2017) sugere a ampliacdo desta definicdo para nao
restringir a impressao 4D a capacidade de programar materiais fisicos e bioldgicos
para mudar de forma, mas também para definir a impressdo 4D como a adi¢do de
novas capacidades a ferramentas impressas em 3D multi-materiais: seja fisica,
propriedades eletronicas, quimicas, bioldgicas ou bioquimicas. Como ja foi descrito
que o PC tem capacidade de geragao de oxigénio e resposta a luz visivel, elemento
importantissimo na cicatrizacdo da UDP, confere, portanto, uma quarta dimensao a
manta biodegradavel geradora de oxigénio impressa por eletrofiagdo coaxial.

Uma outra viabilidade de quarta dimensao é a resposta dessas mantas a
irradiacdo na faixa do comprimento de onda no visivel e/ou no infravermelho, para

liberagcao controlada de oxigénio, associando assim a terapia fotodinamica (TF)
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neste projeto. Na TF, um fotossensibilizador ou precursor metabolico com capacidade
de absorver um comprimento de onda especifico € usado no tecido alvo antes de emitir
um feixe de laser com 0 mesmo comprimento de onda. Assim, o precursor metabolico
usa essa energia, incluindo as reagdes excitadas envolvidas nacura de uma ferida no
site desejado (DEYHIMI e al., 2016; TEDESCO; JESUS,2017).
4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa em questdao se trata de um estudo quantitativo e qualitativo
experimental, onde neste foram produzidos scaffolds a base de policaprolactona
modificada com gelatina metacrilatada para regeneracao tecidual de pele de pé

diabético.

CENARIO DO ESTUDO

A sintese dos scaffolds contendo GELMA E PCL-MA usados no estudo se deu
por meio da técnica de eletrofiacdo, no qual ocorreu nos Estados Unidos, na Harvard
Medical School. Os ensaios in vivo como a inducdo da diabetes, aplicacdo dos
matérias, analises bioquimicas nos animais realizados no Centro Universitario
UNINOVAFAPI, no laboratério de pesquisas multidisciplinares atendendo aos critérios
estabelecidos por meio da Lei n2. 11.794 de 08 de outubro de 2008, orientaa respeito
de procedimentos para o uso cientifico de animais, o Decreto n2. 6.899 de 15 de julho

de 2009 e as normas preconizadas pelo Conselho Nacional.

REAGENTES
Os materiais produtos quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, EUA): Gelatina (Tipo A, de pele suina), PCL (Mn 80.000), MA (anidrido
metacrilico), metacrilato de 3-(trimetoxisilil) propilo, Irgacure 2959 (2-hidroxi-1-[4-
(hidroxietoxi) fenil]-2-metil-1-propanona), estreptozocina. HFIP (Hexafluoroisopropan-
2-ol) foi comprado da Oakwood Chemical
4.1 SINTESE DO GELMA

O Gelma usado no presente estudo foi feito a partir da quantidade de 10 g de
gelatina tipo A de pele porcina foi dissolvido em PBS (100 mL) a 502C. A mistura foi
agitada vigorosamente até que uma solugdo homogénea fosse obtida (T 1 h).
Posteriormente, 3 mL de anidrido de metacrilato foi adicionado gota a gota ao

recipiente de reacdo e a mistura resultante foi mantida sob agitagdo durante 3 h a
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509C. Depois disso, a mistura foi diluida com PBS pré-aquecido (50°C) e agitada por
10 min na temperatura indicada. Em seguida, a mistura foi dialisada contra agua
deionizada (DI) usando tubo de dialise (12-14 kDa MWCO, Spectrum Lab Inc.) por 7
dias a 40°C. Durante o tempo, a agua foi trocada pelo menos uma vez por dia. Apos
a dialise, a solucao clara resultante foi liofilizada, proporcionando GelMA como um
solido branco (Rendimento de =~ 71%).
4.2 PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DE FIBRAS ELETROFIADAS DE
PCL

As fibras foram preparadas por eletrofiacgdo de uma solucdo (10 mL) do
respectivo polimero ou mistura de polimeros em solvente HFIP. Foram utilizados 4
grupos, sendo: G10% obtidos por solucao a 10% de GelMA, P12% solugcédo a 12%
de PCL, PCM solugédo de PCL a 12% seguida de reticulagdo em 3-(Trimetoxissilil)
propil metacrilato, PGel solucdo de PCL modificado e GelMA a 10%. Primeiramente,
os frascos foram fechados e os polimeros foram dissolvidos sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente, as solu¢des foram colocadas em uma
seringa (BD Yale, 3 mL) que foi depois aposta com agulha (Inbras, 23G). A eletrofiacdo
foi realizada em 17 kV (Nanospinner Maquina, Inovenso) como tensao positiva. Uma
placa coletora de folha de aluminio (placa quadrada de 20 cm x 20 cm)foi selecionado
como o anodo, uma distancia agulha-coletor de 10 cm foi usada, e uma taxa de fluxo
de solucao de 1 mL / h foi aplicado (Harvard, PHD 2000). A temperatura e a umidade
foram controladas em 21-23 ° C e 44-54%, respectivamente.
4.3 PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DE PCLMA

As fibras PCL eletrofiadas foram tratadas com plasma (100 W) por 5 min, em
seguida imersas em 3-(Trimetoxissilil) propil metacrilato em recipiente de vidro por 24
h em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi lavado varias vezes com agua
e centrifugado para remover o silano nao reagido e posteriormente seco sob vacuo,
resultando em PCL metacrilado de silano (PCLMA).
4.4 ELETROFIACAO DO GELMA E PCL-MA

Foram preparadas duas solugoes, sendo GelMA (10% em HFIP) e PCL-MA
(10% em DCM) e em seguida avaliadas proporcdes e eletrofiadas. Os recipientes
foram cobertos com papel aluminio apés a adicdo de 0,5 % de Irgacure(fotoiniciador).

As amostras preparadas foram submetidas a agitagcdo por 5 minutos.
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Em seguida, a solugdo foi inserida em moldes cubicos e fotoativados por 50
segundos utilizando luz UV (365 nm).
4.5 ANIMAIS

451 Ensaioin vivo

A execucdo de todas as etapas do projeto foi realizada somente apds a
aprovacéo da Comisséao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario
UNINOVAFAPI. Protocolo n? 008/V2/2018, anexo.

Os animais utilizados foram 50 ratos adultos, rattus novergicus, da linhagem
Wistar, pesando entre 250-300g, onde foram alojadas em gaiolas coletivas, contendo
no maximo cinco ratos por gaiola, acomodadas no biotério do Centro Universitario
UNINOVAFAPI. As condi¢cdes que os animais foram mantidos eram ideais, como
temperatura ambiente de 25 + 2°C em fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas
de escuro, umidade relativa do ar, iluminacao e presenca de ruidos. Foram oferecidas

agua e racao a vontade.

4.5.2Inducéo do diabetes experimental

Os animais passaram por um periodo de adaptacéo de sete dias, apds esse
periodo foram submetidos aos experimentos. Primeiro ocorreu a indugéo ao diabetes
mellitus (DM), iniciando um jejum alimentar de 12h e posteriormente a aplicagao
injetada por via endovenosa de Streptozocin (Sigma Aldrich, EUA), na dose unica de
0,1 a 0,3 mg/kg de peso corporal, em uma das veias da cauda do animal, fornecendo
agua ao animal. Para aplicacdo da droga, cada rato foi depositado em uma caixa
aquecida com lampada elétrica, no decurso de 10 minutos, periodo fundamental
para uma boa visualizagdo das veias da cauda, em seguida, o animal foi colocado
em uma pequena caixa individual, com exposi¢ao de sua cauda. Para inoculacao da
droga, foi usado agulhas de calibre 13 x 4,5 mm. ap6s 30 min de tratamento, os
animais se alimentaram normalmente. Foi feito a avaliacdo bioquimica de glicemia
em jejum, através da metodologia de colorimetria enzimatica com a finalidade de
validar a indugdo no decurso de 7 e 14 dias, posterior a administragcdo da droga
(Osaretin et al., 2009).

4.5.3 Tratamento dos animais po6s inducéo do diabetes

Foram considerados diabéticos, animais com glicemia superior a 200 mg/dL,

sendo aferidas no 72 e 142 dias ap0ds a indugdo. Foram colhidas amostras de sangue
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na veia lateral da cauda, para realizagao dos exames. Depois de confirmar a DM,
dividiram-se os animais em cinco grupos, contendo cinco animais em cada grupo, GC
(grupo controle), G10% (grupo gelma), PCL 12% (policaprolactona), PCL gelma
(policaprolactona e gelma). Os grupos de animais foram divididos em dois subgrupos,
conforme os tempos experimentais determinados para analise histoldgicada ferida
(sétimo e décimo quarto dia). Osaretin et al 2009). Foram feitos cortes com
profundidade de 0,1m e 1,0cm de didametro e os matérias foram aplicados sobre as
lesdes.

ANALISE DA CONTAGEM DE FIBROBLASTOS

A contagem de fibroblastos foi realizada em Iaminas coradas com o método HE,
proveniente das areas lesionadas no 72 e 142 dia, nas laminas coradas foram contados
o numero de fibroblastos. Para analise foram fotografados 10 campos por Iamina na
objetiva de 10. Os fibroblastos (FB) foram caracterizados por célulasnucleos claros,
grandes e ovoides de nucléolo evidente e cromatina fina indicando intensa transcricao
de informacao genética (LIMA; VALE, 2014). A contagem foi realizada por um
investigador que era cego ao tratamento, com a utilizacao do microscopio (Microscopio
Leica). As fotomicrografias foram avaliadas quantitativamente pelo software de analise
de imagem ImageJ® realizando a seguinte ordem de comandos:file >open > edit>
selections >specify >image >crop> plugin> analyse>cellconter>results (CARVALHO et
al.,2010).
4.6 ANALISE DA QUANTIDADE DE COLAGENO

A coloragdo de Picrosirus Red (PSR) € um técnica simples e sensivel de
identificar a presenca de colageno quando estudado em associagdo com luz
polarizada, permitindo desta forma, o reconhecimento dos tipos de colagenos
(colageno tipo | - coloragcao amarelo-avermelhada e colageno tipo Il - coloracao verde-
esbranquicada) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018; MONTES; JUNQUEIRA, 1991).

Nesta avaliacdo, seccoes histologicas de 3 um foram preparadas em laminas
de vidro silanizadas e desparafinados em estufa a 60°C por 3h e trés banhos de xilol
(5 minutos). Ap6s o processo de reidratacdo em série decrescente de alcool as laminas
foram incubadas em solucéo de Picrosirius (ScyTek®, Logan, UT, USA) por 30 minutos
e entdo lavadas rapidamente em dois banhos de acido cloridrico 5%, contracoradas

com hematoxilina de Harris por 45 segundos e montadas com
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Enhtellan®. Apos preparo, as laminas foram analisadas sob microscopio convencional
e sob filtro de luz polarizada.

Para analise do colageno foram fotografados 6 campos com ampliagdo de 200x
(Microscopio Leica). As fotomicrografias foram analisadas quantitativamente utilizando
o software de analise de imagem ImageJ®, apos as imagens serem calibradas pelo
comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thershold) na funcado RGB para as
cores Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde(Minimo de 0 e Maximo de
69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 92). Apds a calibragdo as imagens foram
convertidas para escala de cor de 8-bits (Image > Type
> 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e analisadas a porcentagem
de area total de colageno marcada em preto (Analyse > Analyse Particles).

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica que pode ser empregada
para oportunizar dados sobre o tamanho, forma e arranjo das particulas da amostra
e a associacdo entre elas em uma escala nanométrica. E largamente usada para
capturas de "rede" na caracteristica de hidrogéis (El FRAY et al., 2007).

As micrografias foram feitas para verificar os niveis de modifica¢des da estrutura
nanofibrilar nas amostras do hidrogel. As imagens de microscopia eletrénica de
varredura foram adquiridas no microscépio eletrénico. A técnica consiste no reflexo
da passagem de um feixe de elétrons num ponto da superficie da amostra e a
subsequéncia recolha dos sinais eletrénicos emitidos pelo material. As amostras foram
colocadas em um suporte, porta amostras metalicas de cobre, e recobertas com uma
camada de ouro.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk e observado que os
resultados obedeciam a uma distribuicdo normal, assim, da mesma forma quando
avaliados pela Anélise de Variancia (ANOVA) one way e pelo teste de Tukey como
post hoc. Para os fatos ndo-paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido
de Dunn’s (comparagées multiplas). Em todas as analises foi observado
estatisticamente significativo quando p < 0,05. Na analise estatistica da quantidade de
colageno nos 72 e 142 dias foi utilizado o teste Two way. Todos estes testes foram

realizados por meio do programa GraphPad Prism versao 5.0.
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5 RESULTADOS

Nesta secao serdao apresentados os resultados das analises dos materiais
produzidos bem como dos seus efeitos decorrentes de sua aplicagao in vivo.

Na figura 1: imagens (a, b, c e d) correspondem ao resultado da analise
por microscopia eletrdénica de varredura dos materiais testados no presente estudo,
em (a) pode-se observar as fibras de PCL puro, grupo P12%, em (b) tem- se a
Gelatina, grupo G10%, em (c) tem-se PCL modificado com grupos metacrilato,
grupo PCM, e na imagem (d) verifica-se o material fabricado pela técnica de
eletrofiagdo usado na pesquisa, onde podemos notar as fibras conjugadas de
PCLMA e GelMA, grupo PGel.

Figura 1 - Morfologia das nanofibras eletrofiadas obtidas por microscopia

eletronica de varredura (MEV): (a) GelMA, (b) PCL, (c) PCLMA e (d) PCLMA:GelMA.

Fonte: A autora

Alguns métodos da engenharia tecidual prevé o uso de biomateriais aptos
para a regeneracao da pele e cicatrizag&o de feridas, a técnica de eletrofiagao tem
sido usada como meio para originar biomateriais nanoestruturais que criam uma
rede tridimensional sobre a lesao/ferida, imitando a estrutura fibrilar da matriz
extracelular da pele. Pode-se observar na Figura 01, a formacédo de nanofibras

fabricadas pelo processo de eletrofiagao, as fibras formadas
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apresentaram um aspecto linear com superficie lisa, morfologia regular, livre de
granulos e boa distribuicdo de fibras ultrafinas. A eletrofiacdo € uma técnica
usualmente empregada para produzir fibras sub-micrométricas utilizando
polimeros fundidos em solucdo. (MANCIPE; DIAS; THIRE, 2019)
Figura 2 — O didmetro médio das fibras obtidas medido para todos osgrupos.
Os valores sdo expostos como meédia + SD, N = 100. ANOVA one-way (p < 0,05)
seguido por um teste de comparagoes multiplas de Tukey
I ciox
2.0 | }- P12%

PCM
\ PGel

Diametro das fibras (um)

G10% P12% PCM PGel

Fonte: Autor

O grupo PCL 12% apresentou o maior diametro de fibra com 0,98 £+ 0,27 pm
devido a uma rapida volatilizacdo do HFIP (GORENINSKII, S.2021). A modificacao
estrutural do PCL com adicao do grupo metacrilato deve modificar suas propriedades
mecanicas e morfoldgicas. Entdo, o didametro da fibra de PCM, um PCL modificado
diminui para 0,28 + 0,05 um, o que pode ocorrem devido a retracdo obtida pelo
aumento da reticulacdo apos a modificacdo (AFEWERKI, S. 2021). A membrana
composta por GelMA e a mistura PCLMA:GelMA nao sofreram modificacao
significativa, ja que GelMA mede 0,10 + 0,03 um e para Pgel 0,16 = 0,05 pm.

Na tabela 01, sdo apresentados valores referentes a média dos resultados das
dosagens de glicemia dos animais tratados no presente estudo no 72 e 142 diade
tratamento com G10%, P12%, PCM, PGel.

Tabela 01 - Média dos valores de glicemia dos animais tratados em 7 e 14 dias

7 dias 14 dias
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Antes do | Depois do Dia da Antes do Depois do Dia da
tratamento | tratamento | eutanasia | tratamento tratamento eutanasia
Control (n=4)
Media
85.75 556.25 550.5 88.33 557.33 535.00
(mg/dL)
G10% (n =4)
Media
102.00 423.75 412.50 83.25 464.00 462.75
(mg/dL)
P12% (n =5)
Media
87.40 473.00 513.80 83.50 464.00 457.50
(mg/dL)
PCM (n=4)
Media
83.25 460.00 456.00 85.00 556.00 267.00
(mg/dL)
PGel (n=4)
Media
87.50 271.50 262.50 78.00 448.60 422.00
(mg/dL)

Fonte: Autoria propria

E possivel observar que o grupo controle nos primeiros sete dias a média de

glicemia dos ratos antes da inducdo do diabetes se encontravam estavel, sem
alterag6es, onde R1= 81 mg/dL, R2= 92 mg/dL, R3=88 mg/dL, R5= 82 mg/dL, com
meédia glicémica de 85,75 mg/dL. Apos 7 dias de indugdo obteve os seguintes
resultados R1= 498 mg/dL, R2=541 mg/dL, R3=596 mg/dL, R5= 590 mg/dL, com
média glicémica de 556,25 mg/dL. Antes da eutanasia foi feito novamente os testes

bioquimicos, no qual os resultados obtidos foram: R1= 490 mg/dL, R2= 540 mg/dL,

R3=586 mg/dL, R5= 585 mg/dL. A média glicémica inicial apresentada pelos ratos
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antes da inducao ao diabetes com 14 dias foi de 88,33 mg/dL (R1=83 mg/dL, R2= 95
mg/dL, R3= 87 mg/dL), ap6s a indugao essa média se alterou para 557,33 mg/dl (R1=
500 mg/dL, R2= 592 mg/dL, R3= 580 mg/dL) e no momento pré eutanasia os valores
continuaram alterados, porém com pequeno declinio da glicemia, com média glicémica
de 535 mg/dL (R1= 490 mg/dL, R2= 537 mg/dL, R3= 578 mg/dL).

O grupo Gelma com sete dias que se antecedeu a data da indugédo do diabetes
estava com a média glicémica de 102 mg/dL (R1= 100 mg/dL, R2= 98 mg/dL, R3= 100
mg/dL, R5= 110 mg/dL). Apds sete dias de inducéo ao diabetes obteve um média de
423, 75 mg/dL (R1=388 mg/dL, R2= 429 mg/dL, R3= 498mg/dL, R5= 380 mg/dL.
Essa média teve um pequeno declinio até o momento da eutanasia que foi de 412,5
mg/dL. Com 14 dias a média inicial foi de 83,25 mg/dL (R1=98mg/dL, R2 86mg/dL,
R3=79 mg/dL, R4=70 mg/dL), com 14 dias foi de 464 mg/dL (R1=472 mg/dL, R2= 497
mg/dL, R3=587 mg/dL, R4= 300 mg/dL) e pré eutanasia ocorreu uma reducao da
meédia de 462,75 mg/dL (R1=486mg/dL, R2=490 mg/dL, R3= 578 mg/dL, R4= 297
mg/dL).

O PC 12% com sete dias antes da inducao da diabetes possuia uma média de
87,4 mg/dL (R1=97mg/dL, R2= 85mg/dL, R3= 87 mg/dL, R4= 92mg/dL R5= 76mg/dL),
com 7 dias ap6s a inducdo esse parametro se elevou para uma média de473
mg/dL(R1= H1- 600mg/dL,R2= 230 mg/dL,R3= H1, R4= H1, R5= 589 mg/dL)
esse valou se elevou proximo da eutanasia com uma média de 513,8 mg/dL (R1-
586 mg/dL, R2- 228 mg/dL, R3- 587 mg/dL, R4- 588 mg/dL, R5- 580 mg/dL). Amédia
glicémica inicial de PC 12% apresentada pelos ratos antes da inducao ao diabetes foi
de 83,5 mg/dL (R1=98 mg/dL, R2= 87 mg/dL, R3= 79 mg/dL, R4=mg/dL), com 14 dias
apos a inducao ao diabetes foi reaizada uma nova dosagem bioquimica, no qual a
média glicémica foi de 464 mg/dL(R1= 472 mg/dL, R2= 497 mg/dL, R3= 587mg/dL,
R4= 300 mg/dL) e pré eutanasia foi de 457,5 mg/dL (R1- 470 mg/dL, R2- 490 mg/dL,
R3- 583 mg/dL, R4- 287 mg/dL).

A média inicial glicémica do PCM, foi de 83,25 mg/dL (R1- 96 mg/dL, R2- 87
mg/dL, R3- 78 mg/dL,R4- 72 mg/dL), apds sete dias de indugdo ao diabetes foi de
460mg/dL (R1-470 mg/dL, R2- 490 mg/dL, R3- 580 mg/dL, R4- 300 mg/dL), ja a média
pré eutanasia foi de 456 mg/dL (R1- 487 mg/dL, R2- 480 mg/dL, R3- 570 mg/dL, R4-
287 mg/dL). Os ratos com 14 dias de induc¢ao, iniciou com um média de 85 mg/dL(R1-
81 mg/dL, R2- 91 mg/dL, R3- 88 mg/dL,R4- 80 mg/dL, com 14 dias de indugdo ao
diabetes obteve-se um média de 556 mg/dL (R1- 498 mg/dL, R2- 540
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mg/dL, R3- 590 mg/dL, R4- 596 mg/dL), e pré eutanasia ocorreu um grande declinio
para uma média de 267 mg/dL (R1- 487 mg/dL, R2- 530 mg/dL, R3- 570 mg/dL, R4-
538 mg/dL).

O grupo PC gel iniciou com uma média de 87,5 mg/dL (R1- 106 mg/dL, R2- 87
mg/dL, R3- 88 mg/dL, R5- 69 mg/dL, apos sete dias (inducdo ao diabetes) essa
média elevou-se para 271,5 mg/dL (R1- 218 mg/dL, R2- 266 mg/dL, R3- 302 mg/dL,
R5- 300 mg/dL). A ultima média avaliada desse grupo foi antes da eutanasia que foi
de 262,5 (R1- 210 mg/dL, R2- 260 mg/dL, R3- 300 mg/dL, R5- 280 mg/dL). Os ratos
com 14 dias de indugéo, iniciou com uma média de 78 mg/dL (R1- 78 mg/dL, R2- 76
mg/dL, R3- 80 mg/dL), apos 14 dias obteve-se uma média de 448 mg/dL (R1- 478
mg/dL, R2- 468 mg/dL, R3- 400 mg/dL) e pré eutanasia a média estava de 422 mg/dL

Na figura 03: a, b, c e d, visualiza-se os resultados dos cortes feitos na
regiao dorsal dos animais para posterior aplicacdo do curativo, em “c” verifica-se os
curativos implantados nas incisées realizadas nos animais e em “d” as incisées dos
animais apos o 142 dia da implantacao dos curativos
Figura 3 - Figura ilustrativa dos cortes e do implante dos curativos a base poliésteres

modificados com hidrogéis modelo experimental em Rattus novergicus.
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Figura 02 (a) Medida do tamanho do defeito. (b) As feridas feitas em todos os grupos. (c) Os curativos

usados para o tratamento. (d) O processo de cicatrizacao das feridas apés 7 dias. Fonte: A autora.

As incisdes foram realizadas com bisturi com profundidade de 0,Tmme 1,0 cm
de diametro (Figura 3. a). Em figura 3 (c) verifica-se os curativos base de
policaprolactona modificada com gelatina metacrilatada ja implantados nas incisoes
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realizadas nos animais, nota-se que o material teve uma boa adesao ao local aplicado,
fato que favoreceu ainda mais a sua aplicagao nas lesdes, ja na Figura 3 (D), observa-
se que no local onde foram implantados os curativos usados no estudo que apos o 142
dia de tratamento o material implantado foi totalmente absorvido eque ainda houve
uma reducao do tamanho da lesdo geradas. Ilgualmente vé-seainda que as lesées
apresentam um bom aspecto, ndo apresentando sinais clinicos de infeccdo como
exudato purulento ou edema, bem como sinais de necrose porfalta de oxigenacao
dos tecidos.

Na figura 4 tem-se numero de fibroblastos encontrados nos curativos nota-se
que houve um aumento estatisticamente significativo, no numero de fibroblastos
encontrados nos grupos G10%, PCM e PGel quando comparado com o grupo controle
[0,8(53,7,0£62,0); 3,4(39,7 + 67,3); 2,3(63,3+79,7) vs 3,9(17,0£53,30
(Controle p=0,0003), respectivamente] (vide figura 4-A). Deste modo, houve um
aumento também, no numero de fibroblastos no grupo PGel quando comparado com
o grupo G10% [2,3(63,3%£79,7) vs 0,8(53,7,0£62,0), p=0,0022]. (vide figura 4-C).
Figura 4 - Numero de fibroblastos encontrados nos curativos a base poliésteres
modificados com hidrogéis.
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Assim como pode-se ver também, uma diferenga significativa no numero de

fibroblastos encontrados nos grupos P12% e PCM quando comparado com o grupo
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PGel [6,6(27,0+78,3);3,4 (39,7 + 67,3) vs 2,3(63,3£79,7), (PGel, p=0,0007),
respectivamente] (vide figura 4-B).

Figura 4 - Numero de fibroblastos encontrados nos curativos a base poliésteres
modificados com hidrogéis no 72 dia de protocolo experimental modelo de indugao

da diabéticos em Rattus novergicus.
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Fonte: A autora. Os dados foram representados médiatEPM e foram analisados por meio do One way

ANOVA seguido pelo teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde

*** p<0,05 vs grupo controle.

Na figura 5 observa-se o numero de fibroblastos encontrados nos curativos no
142 dia de protocolo experimental, com base nos resultados apresentados pode-se
atentar um aumento estatisticamente significativo apenas nos grupos PCM e Gel
quando comparado com o grupo controle [3,35(31,7+ 53,0); 3,43(68,7 £ 89,7) vs
5,79(5,7+ 42,7) (Controle p= 0,0004), respectivamente] (vide figura 5-A). Desta forma
também houve uma diferenca, no numero de fibroblastos encontrados nos grupos
G10% e P12% quando comparado com o grupo Gel [7(10 +49,7);6(9+44,7) vs
3,43(68,7 £ 89,7) (PGel, p=0,0022), respectivamente] (vide figura 5-B). Como também,
verificou-se que houve um aumento estatisticamente significativo no numero de
fibroblastos encontrados no grupo PGel quando comparado ao grupo G10% [3,43(68,7
+ 89,7) vs 3,43(68,7 £ 89,7) (G10%, p= 0,0009)] (vide figura 5-C)
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Figura 5 - Numero de fibroblastos encontrados nos curativos a base
poliésteres modificados com hidrogéis no 142 dia de protocolo experimental modelo

de indugdo da diabéticos em Rattus novergicus
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Figura 6- Porcentagem da area total de coldgeno encontrados no 72 e 142 dia de
protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com hidrogéis

modelo de indug&o da diabéticos em Rattus novergicus.
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Figura 6- Porcentagem da area total de coldgeno encontrados no 72 e 142 dia de
protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com hidrogéis

modelo de inducao da diabéticos em Rattus novergicus.
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Os pontos representam a média+ EPM do percentual de fibras de colageno totais no 72 e 142 dia
de protocolo experimental. Para analise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido
do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo Controle 7 dias e * p<0,05 vs grupo Controle 14

dias.

Assim por meio da coloragdo picrossirius pode-se observar que no 72 dia de

protocolo experimental, ocorreu um aumento estatisticamente significativo na area
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de colageno tipo | nos grupos: G10 %, P12%, PCM e PGel quando comparado com
o grupo controle [0,54(75 +80);0,42(78 £82);0,50(74 +79);0,51(76 £81) vs 1,47(40
1+56), (Controle, p=0,004), respectivamente]. Além disso quando comparamos com o
grupo G10% notou-se, apenas uma diferenca estatistica para o grupo P12% [0,42(78
+82) vs 0,51(76 +81), (G10%, p=0,0066)]. Como também se observou apenas uma
diferenca estatistica significativa no grupo PCM quando comparado com PGel [0,50(74
+79) vs 1,47(40 £56), (Pgel, p=0,0001)] (vide figura 6).

Figura 7 - Porcentagem da area de colageno tipo | encontrados no 72 e 149 dia

de protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com

hidrogéis modelo de inducao da diabéticos em Rattus novergicus.
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Os pontos representam a média+ EPM do percentual de fibras de colageno tipo | no 72 e 14¢ dia de
protocolo experimental. Para analise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste
de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo Controle 7 dias, * p<0,05 vs grupo Controle 14 dias, & p<0,05

vs grupo G10% 7 dias e @p<0,05vs Pgel 7 dias.

Quanto ao 14?2 dia de protocolo experimental como esperado nota-se uma
diminuicdo na area de colageno tipo | em todos os grupos. Contudo nota-se apenas
uma diferenga estatistica nos grupos G10% e PGel quando comparado com grupo
controle [4,4(61+£92);1,7(90£99) vs 1,2(47+55), (Controle, p=0,0001)]. Assim como o
observado na figura 6, onde nota-se uma diferenca estatistica também apenas nos
grupos G10% e Pgel na porcentagem de colageno tipo lIl.

Figura 8 - Porcentagem da area de colageno tipo | e lll encontrados no 72 e
142 dia de protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com
hidrogéis modelo de indug&o da diabéticos em Rattus novergicus.
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Figura 8 - Porcentagem da area de colageno tipo Ill encontrados no 72 e 149

dia de protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com
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6 DISCUSSAO

A MEV é um método padrao utilizado para inspecéo e analise em diversas

areas, vai da engenharia de materiais a bioldgicas. A grande resolucdo dos

microscoépios eletronicos modernos é em torno de 100 vezes melhor do que a
resolucdo do microscopio 6ptico (BRENDO; CHRISTOFOLETTI, 2007). O método
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MEV é amplamente usado para estudos de porosidade de materiais produzidos por
eletrofiacdo, uma vez que outras técnicas como a porosimetria de mercurio podem ser
destrutivas, devido a alta pressdo aplicada (RAMAKRISHNA et al., 2005). Em
comparagao com estudos realizados por Lobo. A. O. et al (2021) onde em estudos
usando fibras de PCLMA:GelMA em analise de microscopia eletrdnica de varredura
pode observar fibras com superficies lisas, homogéneas e sem defeitos, resultado este
semelhante com analises de MEV feitas no presente estudo. (Figura 01 a- d). Fibras
obtidas por bom processo de eletrofiacdo devem desenvolver microambientes que
imitam tecidos nativos com boas caracteristicas fisicas e bioquimicas alcangadas por
incorporagcdao de biomoléculas para promover melhor interacdo célula-scaffold
(AFSHARIAN, Y.P. 2021) (Figura 01 d).

Foi realizado testes bioquimicos para avaliar as condigcdes glicémicas dos
ratos antes e depois do protocolo, durante 7 e 14 dias, para constatar que os ratos
foram induzidos ao diabetes mellitus e que as incisées foram realizadas quando suas
glicemias estavam alteradas. De acordo com Santos (2016), ratos que pesam entre
180-200g, com glicemia superior a 200mg/dL, sdo considerados diabéticos.Conforme
(Tabela 01) todos os ratos tiveram uma glicemia inicial abaixo desse valor,dessa
forma, pode -se inferir que os ratos estavam com glicemia normal, antes do inicio do
tratamento e diabéticos no momento da implantagdo do material.

Segundo Soares (2015), dentre os mais variados modelos de curativos para
feridas produzidos até o momento, os hidrogéis, em virtude de suas caracteristicas
intrinsecas, sao os que melhor reproduzem a matriz extracelular e tem o potencial para
conduzir a migracao, adesao e crescimento celular durante a regeneracao do tecido,
eventos essenciais para regeneracao da pele. Quando aplicado no local da lesao, os
hidrogéis proporcionam uma cura umida e resfria a superficie da lesdo, o que pode
diminuir a dor e promover uma melhor qualidade de vida ao paciente (Figura 02).

Na (Figura 3- D), apés o implante de curativos € possivel evidenciar o processo
cicatricial sendo finalizado, com reducao progressiva das lesdes e reepitelizacdo. O
processo de cicatrizacdo consiste em dois pilares fundamentais: A producédo de
colageno, processo que pode ser evidenciado nas imagens contidas na (Figura 09),
onde nesta, o colageno tipo | apresentando uma coloragcdo amarela avermelhada e o

colageno tipo Il apresentado coloragao verde esbranqui¢cada e a
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vascularizagdo. A vascularizagdo, promove a chegada das células aos sitios de
inflamacao, além de permitir o aporte de nutrientes e oxigénio.

De acordo com Reed et al., (1998), a formacao dos vasos é modulada pelos fatores de
crescimento transformador basico (TGF-b) e pelas proteinas da matriz, no qual o TGF-
b eleva a producao de citocinas, que induzem a angiogénese, estimulando a producao
de colageno tipo | e inibem a producao de colagenase intersticial.

Segundo Morais (2013), hd uma diferenga no processo de cicatrizacao de feridas
abertas e fechadas, embora as reagbes apos as lesdes, serem parecidas paras as
duas, ocorrendo exsudacgado inflamatéria, proliferacdo celular, migracdo celular,
neoformacdo celular e epitelizagcdo a partir das margens. No presente estudo, ndo
houve presenca de exsudados apods os 142 dias, nem durante a implantacdo do
curativo a lesdo. Apds o 142 dia de tratamento, o material implantado foi totalmente
absorvido, reduzindo o tamanho da lesdo, favorecendo um bom aspecto a lesao
(Figura 03).

O numero de fibroblastos encontrados nos curativos a base poliésteres
modificados com hidrogéis no 72 dia de protocolo experimental em modelo de indugao
da diabéticos em Rattus novergicus, em A, na (Figura 05), pode-se observar um
aumento significativo de fibroblastos encontrados em curativos a base de G10%, PCM
e PGel quando comparados com o grupo controle, bem como quando comparamos
os resultados de PGel e G10%, conseguimos notar significancia maior no grupo PGel.
O grupo controle mostrou-se com menor resultados sobre os produtos testados, isso
pode ser justificado pelo resultado observado no grupo controle, que nao possuia
finalidade terapéutica.

Em relacdo ao G10%, o grupo PGel se sobrepés, trazendo resultados mais
vantajosos, o que pode ser justificado pela associagcdo dos dois produtos para
composicdo do PGel, a policaprolactona e o Gelma, a policaprolactona é um dos
materiais sintéticos mais empregados na engenharia dos tecidos e bioaplicagcbes
médicas, em virtude de suas propriedades vantajosas, como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, alta permeabilidade, porém a sua natureza altamente hidrofébica,
impede a adesao celular favoravel e sua degradacao lenta ocasionalmente limita suas
aplicacoes.

A hidrofilicidade é importante para que ocorra a infiltragdo de células dentro do
material, bem como transporte de agua e nutrientes e residuos celulares para

promocao da fixagao celular, o Gelma, tem propriedades semelhantes a matriz
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extracelular (MEC), em virtude da presencga da ligacao celular e metaloproteinase de
matriz, € responsavel pela proliferacao celular, dessa forma a combina¢ao desses dois
compostos, trouxe resultados positivos.

A policaprolactona (PCL) &€ um poliéster alifatico com baixa toxidade, é
largamente utilizada na engenharia tecidual e na produgdo de estruturas utilizadas
como matriz carreadoras de substancias ativas como farmacos (MANCIPE et al, 2019)
€ biocompativel e bioabsorvivel, 6timas caracteristicas definidas em um bom
biomaterial (MARTINS et al, 2016).

Com 14 dias de protocolo experimental, foi observado que houve um aumento
estatistico significativo do grupo PCM e PGel sobre o grupo controle (Figura 6-A),
ainda foi possivel observar que houve uma diferenca no numero de fibroblastos
encontrados nos grupos G10% e P12% comparados com o grupo PGel (Figura 6-B),
bem como relevancia estatistica do grupo PGel sobre o grupo G10% (Figura 6- C),
dessa forma podemos considerar que o curativo a base de poliéster modificado com
hidrogel com 14 dias de protocolo experimental, no qual foi encontrado maior numero
de fibroblastos foi o PGel.

Os fibroblastos sdo as principais células envolvidas na cicatrizagao e tém por
principal funcdo a manutencao da integridade do tecido conjuntivo, pela sintese dos
componentes da matriz extracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Atualmente
a copolimerizacdao e a combinacdo de polimeros sintéticos e naturais, possibilita a
alteracdo de suas propriedades biofisicas (TALEBI et al, 2019). A junc¢do do PCL e
do gel (gelatina), pode ter desenvolvido uma maior proliferagao de fibroblastos, pois
o gel é derivado do colageno e possui diversas propriedades, entre elas a de
crescimento celular, juntos podem apoiar a adesao e proliferacao celular.

No 7° dia de protocolo experimental sobre a porcentagem da area total de
colageno encontrados, observou-se, que houve um aumento na area de colagenotipo
| nos grupos G10%, P12% e PGel em relacdo ao grupo controle (Figura 05). O
colageno tipo | possui boa capacidade de suportar a adesao e proliferacao celular, isso
ocorre devido sua estrutura natural, pois este é uma proteina fibrilar e possui
estabilidade conformacional e abundancia na matriz extracelular (CAMPOS, 2008). A
gelatina € um biopolimero natural, adquirido por meio de hidrdlise parcial do colageno
proveniente da pele, tenddes ou o0ssos, 0 uso dessa, pode ter influenciado na
reprodutibilidade dos resultados (HOQUE et al, 2014). Produtos & base de PCL,

estimula a producéo de colageno, este vem sendo estudado na engenharia de
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tecidos, pesquisado como base para reparo de tecidos (MOERS-CARPI et al, 2013;
KIM JA, et al, 2015)

Quando os grupos foram comparados com G10% houve uma distingdo
estatistica para o grupo P12%, com boa reprodutibilidade, bem como quando foram
comparados PCM com o PGel, no qual PCM superestimou o grupo PGel. Estes
resultados corroboram com os experimentos realizados no protocolo experimental
anterior, do n° de fibroblastos encontrados nos curativos, no 7° dia de protocolo. Os
fibroblastos sdo as principais células da fase proliferativa, fase anterior com avango
para fase de migracao dos fibroblastos, para que estes migrem para o local da ferida
necessitam ser ativados, para sairem do seu estado de quiescéncia (SZWED et al,
2015).

O TGF-B atuam sobre os fibroblastos e estimula a producéo de colageno tipo
I, a as transformam-se em miofibroblastos que facilitam o fechamento da ferida, dessa
forma, acredita-se que tanto o P12% quanto PCM ajam entre a fase proliferativa e a
fase de migracao dos fibroblastos promovendo uma maior extensédo de colageno tipo
| (Figura 6) (SZWED et al, 2015).

O coladgeno do tipo |, € o tipo principal, uma vez que participa tanto da
manutencdo da integridade da maior parte dos tecidos em razdo das suas
caracteristicas mecanicas, quanto também pela sua atividade na funcionalidade dos
tecidos com interacao entre as células presentes na MEC (RAMACHANDRAN, 1967).
E considerada uma macromolécula presente em todos os vertebrados, uma das
maiores e mais complexas macromoléculas no reino animal (HAY,1992).

Com relacao ao colageno lll, com 14 dias de protocolo experimental, os grupos
que houveram uma diferenca estatistica na porcentagem de colageno tipo Ill foram os
grupos G10% e Pgel. (Figura 7) O primeiro coldgeno a ser produzido é o colageno
tipo Ill, este sendo produzido na fase proliferativa, mais delgado que o colageno
presente na pele normal e justaposto a pele, este colageno é substituido pelo colageno
| gradativamente, um colageno mais espesso e resistente, devido a isso, ha um
aumento da forga ténsil da ferida (SZWED et al, 2015).

Os resultados referentes a analise da expressao de colageno tipo | e llI(Figura
6 e 7) apontam uma diferenca estatistica nos grupos G10% e PGel, corroborando com
estudo realizados por X. Zhao et al (2017), onde em estudos o GelMA 10%, apontou
que andaimes GelMA- 10 s&o ideais para a cura de feridas in vivo.Na derme, o

colageno é um componente importante e desempenha um papel-
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chave na resisténcia e elasticidade da pele (VERHAEGEN et al., 2012). As fibras
colagenas representam 90% de todas as fibras dérmicas e 80% da matriz extracelular
dérmica. Os colagenos tipos I, Ill e V sdo os que predominam na derme, sendo
responsaveis por aproximadamente 87%, 10% e 3%, respectivamente, do colageno
dérmico. O colageno auxilia na hidratagao, resisténcia e elasticidade da pele (Tavakol
et al, 2016)

A DM desencadeia diversos eventos metabdlicos, no qual estdo associados a
uma elevagdo na producao de citocinas, estimulando o recrutamento de leucocitos,
mantendo a amplificagdo da inflamacdo. Ha uma hipotese de que doencgas
ocasionadas pela DM, proporciona uma elevacdo da glicosilacdo, esta modifica a
homeostase do tecido conjuntivo, diminuindo a regeneracdo imunoinflamatéria e
contribuindo para sua degeneracdo. Estudos realizados em humanos e ratos
diabéticos mostraram que no decurso do tempo, o colageno torna-se menos soluvel
e menos digerivel pelas colagenases, pois os produtos da glicosilagdo modificam as
caracteristicas funcionais do colageno, causando uma diminuicdo da remodelacao
do tecido conjuntivo em pacientes diabéticos (PALMA et al, 2021). Acredita-se que
as substancias testadas no presente trabalho, possam ser utilizadas no tratamento
de feridas de pacientes com DM, uma vez que atuam sobre a proliferacdo de
fibroblastos, células presentes na formacdo de colageno e no processo de

cicatrizacao.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo teve como principal intuito a produgéo de scaffolds a base
de policaprolactona modificada com gelatina metacrilatada objetivando aregeneracao
tecidual de pele de pé diabético que foi investigado por meio dastécnicas usadas para
analise da deposicao dos tipos de colagenos, avaliagao histolégica e outras técnicas
usadas no trabalho, desta forma, foi possivel concluir que:

- Como scaffold foram confeccionadas fibras, estas, base de
policaprolactona modificada com gelatina metacrilatada, produzidas pela
técnica de eletrofiacao.

Il- O material produzido apresentou uma visivel absor¢cdo quando aplicado.
Coincidentemente é importante ressaltar a sua facil aplicacdo em locais
de ferimentos em virtude de sua forma de manta.

- O grupo que teve melhor desempenho foi PCL- modificado/GEL com
base nos resultados apresentados quanto a quantidade de fibroblastos,
bem como na quantidade de colageno tipo Ill e tipo |, desta maneira,
sugerindo um efeito benéfico na modificacdo deste material para

aplicacoes voltadas a regeneracao tecidual.

8. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTURO

Em estudos envolvendo aplicacdes in vivo de biomateriais, se faz de suma
importancia um conhecimento aprofundado sobre os possiveis efeitos colaterais, como
danos toxicogenéticos, doses tdxicas das substancias usadas para producédo do
material. Vale ressaltar ainda que no presente estudo se faz necessario um
conhecimento maior sobre o tempo de degradacao do material, bem como evidenciar
caracterizagdes morfolégicas sobre diametro das fibras formadas no processo de
eletrofiacdo, e confirmacao das modificacbes do material aplicada na metodologia.
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APENDICE A — IMAGENS DAS LAMINAS HISTOLOGICAS POR
COLORAGCAO H&E NO 7° E 14° DIA DE TRATAMENTO

Figura 9 - Laminas histolégicas: Efeito das terapias no 72 e 142 dia de
protocolo experimental nos curativos a base poliésteres modificados com hidrogéis
modelo de inducao diabétes em Rattus novergicus

7 dias

142 dias

G10%

P12Y%

PCM

PGEL

Fotomicrografias representativas retiradas do tecido ésseo coradas com HeE dos grupos
Controle, G10%,P12%,PCM,Pgel . Todos os paineis foram obtidos na escala de 200u. Os pontos
representam a média+ EPM do percentual de fibras de colageno tipo Il no 72 e 142 dia de protocolo
experimental. Para analise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo Controle 7 dias e * p<0,05 vs grupo Controle 14 dias.
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APENDICE B — IMAGENS DE MICROSCOPIA POLARIZADA E NAO
POLARIZADA NO 7° E 14° DIA DE TRATAMENTO

Figura 10. Laminas histologicas: Efeito das terapias na porcentagem de
colageno no 72 e 14° dia de protocolo experimental nos curativos a base poliésteres

modificados com hidrogéis modelo de inducdo da diabéticos em Rattus novergicus

7 DIAS 14 DIAS

Polarizada Niio Polarizada Polarizada

\ -
- - | ‘v -‘

Fotomicrografias representativas retiradas no 7° e 142 dia de protocolo experimental do

Nio Polarizada

Controle
Controle

G10%

P12%

PCM
PCM

PGEL

PGEL

tecido coradas com Picrossirius, de acordo com as identificacdes.Todos os paineis foram

obtidos na escala de 200p.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -
CEUA UNINOVAFAPI

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -
CEUA UNINOVAFAPI

Protocolo n° 008PNV2/2018 - Pesquisa

PARECER DO COLEGIADO

Certificamos que a proposta intitulada CURATIVOS A BASE DE POLIESTERES
:ﬂODIFICADOS OOQ:‘HIMOGQSOOM POTENCIAL REGENERATIVO E ANTIMICROBIANO, sob

responsabilidade mmmamcMMMmmmm
cmnmvmommmwmawmmmmumupm«a
LolﬂMdo&deoumbmdsm do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as

normas editadas Conselho Nacional
20 do pdo& de Controla da Experimentagéo Animal - CONCEA, em
Salientamos mmomd&momdmmwmmm _
aOEUAdumdosg e

i
j

Teresina, 26 de junho de 2018
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Highlights {for review)

HIGHLIGHTS

Here, we produced multifunctional bandages using clectrospinning:
We cvaluated the skin tissue regeneration using an in vive diabetes model;
We observed a mature collagen (type 1) formation.
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Evaluation of wound healing activity of GeIMA/PCLMA fibrous composites in

diabetic model rats

Francileia Nogueira Albino Calland', Guilherme de Castro Brito®, Gustavo Fernandes de
Sousa’, Francilio de Carvalho Oliveira®, Feranda Roberta Marciano®, Anderson Oliveira

Lobo’

! Biomedical Engincering Graduate Program, Brazil University, Sdo Paulo 08230-030,
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* Estacio Faculty, Teresina, PI 64046-700, Brazil,

* LIMAV—Interdisciplinary Laboratory for Advanced Materials (LIMAV), Materials
Science & Engineering Graduate Program (PPGCM), Federal University of Piaui (UFPI),

Teresina 64049-550, PI, Brazil.

Abstract

New strategies are necessary 1o develop bandages to poor wound healing from diabetic
patients. Here, we produced different groups of multifunctional bandages using
clectrospinning and surface functionalization, then we evaluated the skin tissue
regeneration using an in vivo diabetes model. The scaffolds displayed good tissue
integration, evidenced by fibroblast adhesion and mature collagen (type 1) formation, The
group had developed this scaffold and it have been using for different biomedical

applications.

Keywords: Electrospinning: Bandages: Diabetes: Scaffolds: In vivo
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Introduction

Diabetes Mellitus is a disease caused by insufficient production of insulin or its low
absorption, The related effects include hyperglycemia, heart and arterial compromise,
kidney impairment, what can cause death of patients{1]. Among the consequences, the
poor wound healing is onc of the most prevalent that develop from cross contamination,
inducing chronic ulcers non-healing resulting in infection [2], In this context, it is
extremely necessary the development of new materials for treatment of lesions in diabetic
patients,

The GelMA (gelatin methacrylate) is a photocross-linkable hydrogel. non-
cytotoxic and biodegradable, a product of methacrylic groups addition at the gelatin
structure (similar to collagen from extracellular matrix), it is an appealing biomaterial for
tissue engineering applications [3]. The use of GelMA s reported in different
compositions of bandages [4,5]. The PCL (polycaprolactone) has been evidenced due to
its biocompatible, biodegradable and mechanical resistant structure. The addition of
methacrylate groups in the PCL chain possibility your cross-link, resulting in PCLMA
(polycaprolactone methacrylate) a 3D scafTold that can increase your activity in different
tissue engineering applications{6]. Recently, our group showed that PCLMA:GelMA
fibrous scaffolds had a good bactericidal activity, low inflammatory response, good
biodegradation, as well as optimal collagen-, stress fiber- and blood vessel formation [6].
Here, we showed for the first time that the developed PCLMA:GelMA fibrous scaffolds
improved the wound healing process using an in vive diabetic model. Interesting, our

strategy was favorable to produce 93.8% of type I collagen after 14 days.
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Materials and method

PCLMA/GelMA bandages were produced and characterized as described
clsewhere [6] and briefly at supplementary matenal. The diabetes model was induced by
intravenous route of Streptozocin (0.1 - 0.3 mg kg'') in Wistar rattus novergicus (250 -
300 g). considering diabetic rats which one that present blood glucose > 200 mg dl' in
days 7 and 14 after treatment (more details about the glycemic values can be checked at
Table SI in supplementary information). Critical defects (depth 0.1 mm: diameter 1.0
cm) were made behind rats, then the bandages were put over the lesions. After day 14 the
rats were euthanized, and the wound region was collected for histology study. fibroblasts
and type [ and I collagen quantification.
Results

PCL bandage shows the higher fiber diameter with 0.98 £ 0.27 pm due to a rapidly
volatilized of HFIP [7]. The structural modification of PCL with addiction of
methacrylate group must modify your mechanical and morphological properties. Then,
the fiber diameter of PCLMA, & modified PCL decrease to 0.28 + 0,05 pm, what can
oceur due the retraction obtained by the increase of crosslink after modification[6], The
membrane composed for GelMA and the mixture PCLMA:GelMA have not significative
maodification, since GelMA was measure (.10 + 0,03 pm and for PCLMA:GeIMA 0.16 +
0.05 pm. The SEM images (Figure la-d) shows the regular morphology, bead-free and

good distribution of ultrathin fibers,
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Figure 1. The morphology of the electrospun nanofibers obtained by scanning electron
microscopy (SEM) of (a) GelMA, (b) PCL, (¢) PCLMA and (d) PCLMA:GelMA. The
fiber diameter measured for all the groups. Values are exposed as mean = SD, N = 100,

ANOVA one-way (p < 0.05) followed by a Tukey's multiple comparisons test.

The good clectrospinning process bandages must develop microenvironments that
mimic native tissues with good physical and biochemical characteristics achieved by
incorporation of biomolecules for promote better cell-scaffold interaction|[8].

The bandages were implanted into skin rats, Photos of the (i) skin wounds closure,
(11) measure of defect size, (i1i) wounds marked, (iv) bandages used for treatment and (v)
wound healing process after 7 days can be checked in supplementary information (Figure
S1). Figure 2a shows the number of fibroblasts founded in the healed region, the
fibroblasts were characterized like a clear, big, and elliptic cellular nucleus with evident
nucleotus and thin chromatin, what indicate intense transcription of genetic information
The fibroblasts are the main cells involved in the wound healing process with the function
the integrity maintenance of the connective tissue through the synthesis of ECM

components {9].

PCLMA  PCLMA GalMA
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Figure 2. The histology of healed region using hematoxylin and eosin (H & E) staining

PCL

PCLVA

i

at a magnification (200x). (a) the photomicrographs of cach group in the day 7 and 14
after treatment. Number of fibroblasts obtained from the histology for (b) day 7 and (c)
day 14, Black arrows (—) show fibroblasts. Values are exposed as mean £ SD, ANOVA
one-way, N = 10, Kruskal-Wallis (nonparametric data) and Dunn’s, *** p < 0.05 vs

control,

After 7 days (Figure 2b) the number of fibroblasts increased for GelMA (538.70 +
2.53%), PCLMA (57.45 £ 9.69%) and PCLMA:GeIMA (72.66 £ 6.55%) compared to
control (38.13 + 11.21%), what could indicate a good tissue recovery[9]. Figure 2c¢
represents the number of fibroblasts 14 days after treatment, here the highlight for the
PCLMA:GeIMA group with high presence of cells (79.18 £ 8.40%) compared to control
(15.07 = 14.19%), this result shows the good property associated with the combination of
PCLMA and GeIMA in the proliferation of fibroblasts into the scaffold. This behavior

corroborates with the observed morphology of the fibers, where the PCLMA:GelMA
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group had a most regular fiber, with a diameter (0,16 = 0.05 pm) that despite major than
GelMA (0.10 £ 0.03 pm) have most uniform pattern, forming interconnected pores that
facilitate the cell migration.

Figure 3a demonstrates the total collagen area visualized by non-polarized light
microscopy of the picrosirius red structures. The collagen is a key component into the
healing process, it is a principal structure of the extracellular matrix and have critical
activities in the phase regulation of wound healing{ 10]. The Figure 4a, the clear points
represent the absence of total collagen, while the rose tone is a collagen formation.

(a) 14 Days

Control

GelMA
~
H

(b)

PCLMAL GeMA

1 days

L
LARRIRY

48]

PCL

GeaMA

Coarel

T

T T
n s "m 1% m

PCLMA

Tonal colbagen ares (4)

PCLMAGEIMA

Figure 3. The histology of healed region using picrosirius red staming at a magnification
(200 x), non-polarized. (a) the photomicrographs of each group in the day 7 and 14 after
treatment, Total collagen area obtained from the histology for (b) day 7 and 14, Values

are exposed as mean £ SD, N = 6, ANOVA two-way (p < 0,05) Bonferroni.

Figure 4b, the total collagen count obtained by quantification of color. All the

groups demonstrated a good collagen formation, what indicate a wound healing process.
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The best result was found in the PCLMA:GeIMA group that showed 181.6% of total
collagen area after 14 days, the control group had 180.8%, what indicate not significant
difference.

The Figure 4u indicates the presence of type 1 and [T collagen, counted by
polanzed light microscopy evidenced by the picrosirius red staming, where the type |
collagen present the color reddish yellow while the type 111 collagen is showed whitish

green. The type 11s the principal collagen, since participate both the integrity maintenance

most of tissues due your mechanical characteristics and vour functional activity of

interaction with the cells present in ECM [10]. The type T1I is the first produced collagen
during the healing process, it is formed in the proliferative phase and have more rough
aspect than the health skin collagen, it is gradually changed by the type |, what promote

a major resistance to a healed skin[10].
(&) 7 Days
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Figure 4. The histology of healed region using picrosirius red staining at a magnification
(200 x), non-polarized. (a) the photomicrographs of cach group in the day 7 and 14 after

treatment. (b) Type | collagen area for day 7 and 14, (c) Type II collagen area for day 7
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and 14, obtained from the histology. Values arc exposed as mean + SD, N = 6, ANOVA
two-way (p < 0.05) Bonferroni,

The Figure 4b indicates the type | collagen area. it can observe the significant
increase in all groups, GeIMA (78.20 = 0,54%), PCL (80.40 + 0.42%), PCLMA (77.00 =
0.50%) and PCLMA:GelMA (79.00 = 0.51%) compared with the control (43.00 + 0.56%)
at day 7. At day 14 all groups had a best results compared to control again, but the
PCLMA:GelMA promoted almost total area (93.80 4 0.51%) completed with type |
collagen, this phenomenon indicates a great recovery of a functional tissue. The Figure
4c presents the results of presence of type 11T collagen, at day 7 and 14, here all the groups
have significative difference compared with the control, without difference each other,
the PCLMA:GeIMA group demonstrate great result (93.80 = 0.52%), indicating your

potential use in wound healing.

Conclusion

It was produced PCLMA:GelMA-based scaffolds and applied in wound healing
process in vivo diabetic model, The scaffolds present good biodegradability and was
totally absorbed in the in vivo model. The blanket-form facility the quick application of
the bandage on the wound. The fibroblasts proliferation and type I and type 111 collagen
formation suggest the PCLMA:GelMA obtained the best result, showing 79.18% of
fibroblasts presence, 93.8% of type | collagen formation at day 14 after lesion, thus

benelicial in skin tissue repair in vivo diabetic model.
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Data Availability Statement: The data can be requested to corresponding author.
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SEM analvsis

The scanning electronic microscope (Quanta FEG-250, FEI) was used to obtain micrographs and
the morphology of fibers, A thin film of gold was sputterad on the surface of membrancs. Then
the analysis camied out using 15 kV acceleration tension, spot 3.0 and 10 mm of work distance.

Contact angle measurcment

The dry membranes were positioned on a straight surface, then deionized water was dropped and
images (n = 20) were recorded after 10 seconds of stabilization. The images were treated using

Image J software to calculate the contact angle.

Figure S1. Photos of the skin wounds closure. (a) Measure of defect size. (b) The wounds
maked m all groups. (¢) The bandages used for treatment. (d) The wound healing process afier 7

days.



Supplementary Information

Materials

The following chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): Gelatin
(Type A, from porcine skin), PCL (Mn 80,000). MA (methacrylic anhydnde), 3-
(Trimethoxysilyl) propyl methacrylate, Irgacure 2959 (2-hydroxy-1-{4-(hydroxycthoxy)
phenyl]-2-methyl-l-propanone). Streptozocin. HFIP (Hexafluoroisopropan-2-ol) was bought

from Oakwood Chemical.

Methods

Svathesis of GelMA

The GelMA was obtained by Gelatin type A from porcine skin dissolution in PBS at 50 °C. Then
methacrylic anhydride was added and stirred for 3 h at 50 °C, The matenial was dialyzed against

deionized water for 4 days and finally lyophilized to GelMA,

Svathesis of PCLMA

The electrospun fibers of PCL was treated with oxygen plasma(Anatech SP-100) for 5 min at
100 W to add reactive hydroxyl groups on the surface. Then the functionalized PCL-OH was
immediately immersed in 3-(trimethoxysilil)propil methacrylate for 24 h at 25 °C. After, the
material was washed with deionized water 10 timesto removeall unreacted silane group and dried

under vacuum to obtain methacrylated PCLMA group.,

Electrospinning of PCLMA:GelMA bandagex

The conditions were controlled ambient temperature 21 £ 2 °C, humidity 45 & 5%, The
electrospinning process camied out through the following parameters: voltage 17 kV
(Bertan 230, Champaign, 1L, USA); collector distance 10 cm: rate 1 mL h*', More details

about Materials and Methods can be checked in Supplementary information.
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Table S1. Glycemic values of animals treated with Sweptozocin (0.1 - 0.3 mg kg-1) in Wistar

ratus novergicus (250300 g) a1 7 and 14 days.

7 days 14 days
Before After During Before After During
treatment | treatment | euthanasia | treatment | treatment | euthanasia
Control(n =4)
Mean
85.75 556.25 550.5 £8.33 $57.33 535.00
(mg/dL)
Gl0% (n~4)
Mean
102.00 423.75 412.50 R3.25 464.00 462.75
(mg/dL)
Pi2%(n=35)
Mean
87.40 473.00 513.80 83,50 464.00 457.50
(mg/dL)
PCM (n~4)
Mean
83.25 460.00 456.00 R5.00 556.00 267.00
(mg/dL)
PGel(n=4)
Mean
87.50 271.50 262.50 78.00 448.60 422.00
(mg/dL)
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developed PAMAGelMA fitwows bandnges lpaoved the wound heak
Ing process using an o vivo disbetic model. Interesting. our strmegy v
favorable to produce 53,5 % of type | collagen after 14 days.

Barvpee Akt cmpy 3. 016/ §mazaber. 00 10580
R )10 ber 023,

Availshle calme 16 Janmacy 2023
O167-827%/ 0 2023 Elvevier BV, All nghts reserved.

liabetic rnts which ane that peessat blood glucase = 200 mg ) ' lis days
7 mnd 14 after teatment (more details about the glycense vabues can be
checked at Table 1 in Supplememary Infsemation) (Ethical Commvittes
o Andsnal Experimentation - UNINOVAPAPI 0008, V2/2018). Criticsl
defects (depth 1.0 mo, diameter 1.0 em) were mode oo the back of each
1, exposlig epidermis and decils, then the basdages weee put over the
lesions. The control growp (n all tests did not pecedve any type of teat-
meat other tha injury, After day 14 the sats were euthanized, and the
wound zeglon was colbecred for histalogy snady, Bteoblasy and type §
and 1 collngen quantification.

3. Resules

PCL bandage shows the higher Abes dissmetes wich 098 & 0.27 jan
doe to n rapedly volatilized of HMP [ /] The structwal modification of
PCL with nddictics of methacrylate groap smust modify its mechanical
nml mocpholagicn] propesties. Then, the fiber dinmeter of PCLMA,
moedified PCL decresse ta 0.28 + 0,05 pos, what ena oceur don the

btaized by the | of link after modifi (6}
The membrane compored for GelMA amd the misture PCIMA GelMA
have not significative modification, since GeIMA was measure 0,10

1 i yevised form 26 December 2022, Accegted 14 Jauary 2023
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Fig. 1. The ol the ebactime: brainel by

Mabrali Laves 328 (A1) 123697

204(€)

o

-
o«
i

Fiber dinmeter (pm)
=

oe

GeivA PCL PCLMA  POLMA-GeiMA

electron mitroscopy (SEM) of (a) GelMA, (b3 PCL, () PCIMA and () PCLMAGelNA,

The fler dineter memurad foo ol the moups Values ae eapodad & mwean = S0, N « 100 ANOVA caeway (* p < 0.06) Sodowsd by a Takey's mwakiple com

pacisons sest

{a) 7 Days 1€ Days

Number of fibrahlais

Fig: 2. The histodogy of bealed region sing hematosyiin nnd ecsin (M & B) saloksg a1 o magniication (200x). (a) the phoseaecrographe of each group i the day 7

Nanter of ¢ b

ol 14 alter
mezn = S0 ANOVA gne-way, N

I frrm ehe hismlog

003 i und for PCOIMAGEAMA 016 + 005 jun. The SEM images
(Fiz 1o-d) shows the regular marphology, bead (1ee and good dist.
bamion of vltrathin fibers.

The bandages were lmplested ido akin mis. Msotos of the (i) shin
wonnds desese, (1) mensure of defect nlze, (k) wounds madked, (iv)
bandages used for treastment and (¥) woand healing process after 7 days
can be checked in Supplerueiray Mdormation (Fig =1). Fig 2o shows
the number of fitroblmty foumsded in die bealed region, the Abroblasts
wene chay neteriond e o clenr, big, aod elliptic cdbulss sl with
evident nucleolus sod thin ch what indi intense ip
ton of genesic lnformation The fibcoblasts amw the main cells lnvolved in
the wound healing process with the function the integrity maintepance
of the connective tissue through the svithesis of BECM compoments (1]

After 7 days (Vg ) the sunbes of fituoblusts incsased for GelMA

for (b)) day 7 and (¢} day 14, Black arwmavs () show Slwoblants. Vales e expossd oe
10, Kruaked Wallis {ponpacsetric idata) and Dumn's, *** p < 005 v contrel.

(5870 = 253 %), PCIMA (57 45 4 960 %) sl PCLMAGuMA (7266
+ 655 %) compaced to control (35.13 = 11.21 %), what could adicate a
good tissue recovery' U], Fig S represents the mumber of fibroblasts 14
days alter tvatment, e the highlighe foc the POMAGRIMA goup
with high presenice of cells (79,18 + £.40 %) compared to contrel (15.07
£ 1419 %), this result shows the good property associated with the
combination of PCLMA sewl GelMA in the peoliferation of Ginoblasts into
formed tissue. This bebavior comoborates with  the  cbserved
meephiology of the fibers, whete the POMAGAMA group had o st
vegulos fiber, with a diameter (0,16 = 0.06 pm) thee despite majos than
GelMA (010 4 0.08 gam) have most wedform pattean, formisg inter-
connectad pores thet facilitate the cell nuigration.

Uiz o demonstiotes the totnl collagen area vissalizsd by pon-
polasized light micsoscopy of the plerosicius ved stiocnues. Fig b
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F. Noganrs Alloas Cotiand o ol

thhqnmnﬁndmnﬁmlmlhwmﬁem&pnhliq
component into the healing po itiva i
extmeellulnr nsasrix and have exitieal setivi
wound bealing (9], The Fig »:n.lhdurph.mpxeudmbmo(
rotal collagen, while the rose tooe Is n collagen foemation. The count of
total collagen aren saw in # ¢ b, besides noo-significast results, imdi-
cate n formation of collagen squivalent to a control.

iz 4b, the total collagen coust obtained by quentification of calor
AT the groups d 1 a good colk fi what indicate o

‘-L._L |.._‘

Mutvrwls Latress 236 (M032) 173597
Visualization. Prancilio de Carvalho Oliveim: Writing - review &
editing, Sypervizion. Fernandn Roberta Marciano: Writing - review &
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editing,
editing, Supervisicn, Project administiation, Funding acquisition.
Declaration of Competing Interest

mudim dtclau that tvyhmnoluwnwm financinl

Mlmdh;m?hebumhmbuﬂhdwmm
groop that showed 161.6 % of totnl collagen aren after 14 days, the
control group had 100.4 %, what indicate oot significant difference.
The Fig. ulndlmum-pumdqpundmmﬂwa.m
by polarized light microscopy evidenced by the plerosiziu 1ed saising,
whnedntypelooﬂlppuunhemhmﬂd"dbwnﬂnhvpe
Incdhmnilmdwhiu&m‘lbqpelu&e ipal

thiat could have appessed to Influence
dn'ninpnn-d mthum

Dnra svailnbility
Duta will be made availoble oo request.

Ack 21

vince p '_', both the integr nmofmausdunz

chanical ristics and (ts functional y of In ction with
the cells presens in ECM (4], The type 11l is the first produced collagea
during the healing process, it i formed in the pralifesative phase and
have moce rough aspect than the heakh shin collagen, it is godondly
changed by the type L what promote a major resistance to o healed shin
vl

The Fig b indi

the type | collagen aien, it can observe the
ugnificant increase in all groups, GeIMA (78.20 + 0.54 %), PCL (80.40
4 0,42 %), PCLMA (77.00 £ 0,50 %) and PCLMA:GelMA {79.00 = 051
W) compered with the control (43.00 = 0.56 %) at day 7. At day 14 all
groups bad a best vesults comspared w comtred again, but the POIMAC
GelMA promoted almost totl area (9390 £ 0.51 %) completed with
type [ collngen, this pbenomencn indicstes 0 great recovery of a fune-
tiowal tissse. The I'ig Jc peesents the results of presencs of type 1
collagen, ot dny 7 and 14, bmuﬂtbemhnuniﬁwmm
ence compared with the coutrol, without difference ench ccher, the
POLMA:GeIMA group demsonstrate greot result (33,80 = 0.52 %), indi-

cating its potevtinl wse in wound benling.
4. Conclusion

It wes peoduced POMAGeIMA-based bandoges mod applied in
woond bealing process in vivo disbetic model. The bandoges present
pwdhdgmhﬂlundmmﬂyuhmﬁdm&enmmdd The
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