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INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS

TERMO DE CIÊNCIA E DE AUTORIZAÇÃO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR VERSÕES ELETRÔNICAS DE
TESES

E DISSERTAÇÕES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de �tular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goiás
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertações (BDTD/UFG),
regulamentada pela Resolução CEPEC nº 832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo
com a Lei 9.610/98, o documento conforme permissões assinaladas abaixo, para fins de leitura,
impressão e/ou download, a �tulo de divulgação da produção cien�fica brasileira, a par�r desta data.

O conteúdo das Teses e Dissertações disponibilizado na BDTD/UFG é de responsabilidade
exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso
de que o trabalho não contém nenhuma violação de quaisquer direitos autorais ou outro direito de
terceiros.

1. Iden�ficação do material bibliográfico

[  ] Dissertação         [  x] Tese

 

2. Nome completo do autor

Viviane Lopes Rocha Corrêa

3. Título do trabalho

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MISTAS DE QUITOSANA E LECITINA
CONTENDO MELATONINA PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS EM RATOS DIABÉTICOS.

4. Informações de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)

Concorda com a liberação total do documento [    ] SIM           [    x ] NÃO¹

[1] Neste caso o documento será embargado por até um ano a par�r da data de defesa. Após esse período,
a possível disponibilização ocorrerá apenas mediante:
a) consulta ao(à) autor(a) e ao(à) orientador(a);
b) novo Termo de Ciência e de Autorização (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertação.
O documento não será disponibilizado durante o período de embargo.
Casos de embargo:
- Solicitação de registro de patente;
- Submissão de ar�go em revista cien�fica;
- Publicação como capítulo de livro;
- Publicação da dissertação/tese em livro.

Obs. Este termo deverá ser assinado no SEI pelo orientador e pelo autor.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS

ATA DE DEFESA DE TESE

Ata Nº 26 da sessão de Defesa de Tese de Viviane Lopes Rocha Corrêa que confere o título de Doutor(a)
em Genética e Biologia Molecular.

 

Ao/s dezenove dias do mês de agosto de 2020, a partir da(s) 13h30, por videoconferência, seguindo portaria
CAPES no. 36 de 16 de março de 2020 e recomendação da UFG, realizou-se a sessão pública de Defesa de
Tese intitulada “AVALIAÇÃO DO TRATAMENTO COM NANOPARTÍCULAS DE LECITINA E
QUITOSANA CONTENDO MELATONINA NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS EM RATOS
DIABÉTICOS”. Os trabalhos foram instalados pelo(a) Orientador(a), Professor(a) Doutor(a) ANDRÉ
CORRÊA AMARAL (UFG) com a participação dos demais membros da Banca Examinadora: Professor(a)
Doutor(a) ANAMÉLIA LORENZETTI BOCCA (UNB), membro titular externo; Professor(a) Doutor(a)
ANTÔNIO CLÁUDIO TEDESCO (USP), membro titular externo,  Professor(a) Doutor(a) DANIELLE
GUIMARÃES ALMEIDA DINIZ (UFG), membro titular externo; Professor(a) Doutor(a) MARINA
PACHECO MIGUEL (UFG), membro titular externo. Durante a argüição os membros da banca
sugeriram alteração do título do trabalho . A Banca Examinadora reuniu-se em sessão secreta a fim de
concluir o julgamento da Tese tendo sido(a) o(a) candidato(a) aprovado(a) pelos seus membros.
Proclamados os resultados pelo(a) Professor(a) Doutor(a) ANDRÉ CORRÊA AMARAL, Presidente da
Banca Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que é assinada
pelos Membros da Banca Examinadora, ao(s) dezenove dias do mês de agosto de 2020.

TÍTULO SUGERIDO PELA BANCA

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MISTAS DE QUITOSANA E LECITINA
CONTENDO MELATONINA PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS EM RATOS DIABÉTICOS.

Documento assinado eletronicamente por André Corrêa Amaral, Professor do Magistério Superior,
em 19/08/2020, às 18:31, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do
Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Marina Pacheco Miguel, Chefa, em 19/08/2020, às 18:35,
conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Danielle Guimarães Almeida Diniz, Professor do
Magistério Superior, em 19/08/2020, às 18:46, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento
no art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Juliana Alves Parente Rocha, Coordenadora de Pós-
Graduação, em 21/08/2020, às 10:20, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art.
6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.
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 A conclusão deste doutorado é, para mim, a maior conquista da minha vida 

profissional e acadêmica. É a coroação de uma longa e difícil jornada. E chegar até aqui só 

foi possível por causa de duas pessoas: meus pais, Vilma e Leonel.  

 Foram eles quem me deram sempre o melhor que tinham em si. Foram eles quem 

me proporcionaram as melhores oportunidades que podiam. Foram eles os primeiros a 

acreditarem em mim e na minha educação. 

 Mãe... Lembra todos os lanches e cafés que você já me preparou enquanto eu 

estudava, ou das inúmeras orações que você já fez pra que eu tivesse bons resultados nas 

minhas provas? Lembra todos os uniformes limpos e cheirosos e todos os materiais que 

você sempre me proporcionou, com todo o cuidado do mundo? 

 Pai... Lembra aquele desconto que você foi humildemente pedir lá naquele colégio 

particular, pra que eu pudesse fazer um bom terceiro ano do ensino médio e tivesse a 

chance de entrar em uma universidade pública? Lembra todas as vezes que você me disse 

que estudar era o melhor caminho? 

 Pois é... Valeu a pena! Tudo valeu a pena. 

 Essa conquista só existe porque vocês existem e ela só poderia ser dedicada a vocês. 

Vocês são a razão de tudo. Vocês me trouxeram até aqui. 

 Eternamente, obrigada! 
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              RESUMO 

 
A cicatrização de feridas em diabéticos é um problema mundial que pode causar 

desde complicações simples a danos graves para a saúde do paciente como 

amputações dos membros comprometidos e até mesmo levar à morte. Este trabalho 

teve como objetivo produzir nanopartículas de lecitina e quitosana contendo 

melatonina (MEL-NP) e avaliar uma formulação tópica contendo essas partículas 

para cicatrização de feridas em modelo animal para diabetes. Para a produção das 

nanopartículas, uma solução etanólica contendo lecitina de soja e melatonina foi 

injetada diretamente em uma solução aquosa de quitosana sob sonicação. As 

nanopartículas produzidas foram avaliadas quanto às suas características físico-

químicas e quanto à toxicidade utilizando o modelo Galleria mellonella. As MEL-NP 

apresentaram tamanho e potencial zeta em torno de 160 nm e 25 mV, 

respectivamente. A eficiência de encapsulação da melatonina nas nanopartículas foi 

de 27%. As feridas tratadas com MEL-NP apresentaram reepitelização anterior aos 

demais tratamentos avaliados, o que indica que essas nanopartículas contribuíram 

para o processo de cicatrização. Além disso, as MEL-NP alcançaram o efeito 

terapêutico pretendido, pois foram capazes de induzir a proliferação de fibroblastos e 

a angiogênese. Observou-se também uma deposição expressiva de colágeno nas 

feridas dos animais tratados com MEL-NP. De acordo com os resultados obtidos, as 

MEL-NP produzidas neste estudo podem ser utilizadas no desenvolvimento de 

estratégias promissoras para a cicatrização de feridas em indivíduos diabéticos. 

Palavras-chave: Nanopartículas. Diabetes. Cicatrização. Quitosana. Lecitina.  



 
 

         ABSTRACT 

 
Wound healing in diabetic patients remains a worldwide problem that can cause 

amputations and even lead to death. This work aimed to produce melatonin-loaded 

lecithin-chitosan nanoparticles (MEL-NP) and to evaluate a topical formulation 

containing these particles for healing in an in vivo animal model for diabetes. For the 

production of nanoparticles, an ethanolic solution containing soybean lecithin and 

melatonin was dropwise added to an aqueous solution of chitosan under sonication. 

The nanoparticles were physical-chemical characterized and evaluated in vivo for 

toxicity using the Galleria mellonella model and its potential for wound healing in 

diabetic rats. The MEL-NP were around 160 nm in size and had a zeta potential 

around 25 mV. The melatonin entrapment efficiency was 27%. Our results 

demonstrated that treatment with MEL-NP improved wound healing demonstrated by 

a wound closure earlier than the other treatments evaluated. An appreciated 

therapeutic effect was achieved by MEL-NP in the induction of fibroblasts and 

angiogenic proliferation. In addition, it was accompanied by an expressive collagen 

deposition. Taking the observed data, the MEL-NP produced could be used in the 

development of promising strategies for wound healing in diabetic people. 

Keywords: Nanoparticles. Diabetes. Healing. Chitosan. Lecithin. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 



 
 

    1 INTRODUÇÃO 

    1.1 DIABETES MELLITUS 

    1.1.1 Aspectos gerais da diabetes mellitus 

 A diabetes mellitus (DM) é uma síndrome constituída por um grupo de sinais e 

sintomas crônicos causados pela hiperglicemia (TUOMI et al., 2014) e pode ser 

considerada como um agravo de saúde de abrangência mundial, afetando indivíduos 

de países desenvolvidos e em desenvolvimento (ZIMMET et al., 2016). As formas 

mais comuns da DM são a DM tipo 2 (DMT2), DM tipo 1 (DMT1) e DM gestacional, 

embora existam outras formas menos frequentes (TUOMI et al., 2014). 

 Os métodos utilizados no diagnóstico da DM compreendem três testes. São 

eles: (1) avaliação dos níveis de glicose plasmática em jejum de 8 horas, (2) teste 

oral de tolerância à glicose, e (3) avaliação dos níveis de hemoglobina glicada. É 

considerado diabético o indivíduo que apresentar valores ≥ 126 mg/ dL (7,0 mmol/ L) 

no teste para avaliar os níveis de glicose plasmática em jejum; ≥ 200 mg/ dL (11,1 

mmol/ L) no teste oral de tolerância à glicose; e ≥ 48 mmol/ mol no teste da 

hemoglobina glicada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019; REPORT; 

CONSULTATION, 2011; WHO/IDF, 2006). A avaliação dos níveis de hemoglobina 

glicada pode indicar hiperglicemia crônica, apesar de não atestar diretamente altos 

níveis de glicose plasmática (Bonora & Tuomilehto 2011). Considera-se o teste oral 

de tolerância à glicose mais preciso que a avaliação da glicose plasmática de jejum 

e dos níveis de hemoglobina glicada (KIM et al., 2016). No entanto, valores acima de 

200 mg/ dL no teste de tolerância oral à glicose podem indicar tolerância à glicose 

diminuída, não caracterizando a DM. Assim, para o diagnóstico correto da DM, o 

ideal é que sejam utilizados mais de um dos testes recomendados (KHAN et al., 

2019). 

 O caráter crônico da doença exige cuidados médicos intermitentes, bem como 

o controle dos níveis da glicemia. Além disso, a fim de evitar complicações de médio 

e longo prazo, portadores da DM devem evitar hábitos como tabagismo e ingestão 

de álcool, realizar exercícios físicos regularmente e manter uma dieta saudável e 

equilibrada (Melmer & Laimer 2016). Todos esses cuidados são necessários por que 

a hiperglicemia crônica não tratada pode, a longo prazo, trazer graves danos ao 

organismo causando até mesmo falência de órgãos. Olhos, rins e coração são os 

principais órgãos afetados, mas, os distúrbios no metabolismo de carboidratos, 
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lipídeos e proteínas decorrentes deste quadro crônico podem afetar também o 

sistema nervoso e vascular (WHO/IDF, 2006). 

 1.1.2 Epidemiologia da DM 

 Mundialmente, a DM é um dos maiores problemas de saúde pública do século 

XXI (INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019). A cada dois anos, a 

Federação Internacional de Diabetes (IDF) atualiza os dados referentes à 

prevalência e incidência mundiais da diabetes. As estimativas consideram adultos 

entre 20 e 79 anos e incluem as DM tipo 1 e tipo 2, diagnosticadas e não-

diagnosticadas. Segundo a IDF, em 2019 haviam 463 milhões de pessoas 

portadoras de DM (Figura 1), indicando uma prevalência mundial da doença de 

9,3%. Dentre essas pessoas, 111,3 milhões tinham entre 65 e 79 anos e 351,7 

milhões tinham entre 20 e 64 anos. A estimativa é de que 578 milhões de indivíduos 

estarão diabéticos em 2030 e 700 milhões em 2045 (INTERNATION DIABETES 

FEDERATION, 2019). A prevalência da diabetes é mais baixa em adultos que estão 

entre os 20 e 24 anos (1,4%) enquanto, em idosos com idade entre 75 e 79 anos, 

esse número aumenta consideravelmente (19,9%). Considerando toda a faixa etária 

analisada (indivíduos entre 20 e 79 anos), a prevalência da diabetes em mulheres é 

ligeiramente menor em relação aos homens, sendo 9,0% e 9,6% respectivamente 

(INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019).  

 Apesar dos números serem alarmantes há indicadores de que estes ainda 

estão subestimados. Isso se deve ao fato de que pouquíssimos países em 

desenvolvimento têm dados nacionais confiáveis acerca da prevalência e 

distribuição da DM, devido à falta de diagnóstico (ZIMMET et al., 2016). Estimou-se 

que em 2019, 50,1% dos indivíduos portadores da DM não sabiam que tinham a 

doença (DALL et al., 2014). Esse cenário prejudica os sistemas de saúde, que terão 

custos maiores a longo prazo (DALL et al., 2014), e dificulta os estudos acerca da 

prevalência e incidência da DM. 
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FIGURA 1 – NÚMERO TOTAL ESTIMADO DE ADULTOS (20 A 79 ANOS) COM DIABETES EM 
2019. Estados Unidos da América, Índia e China apresentam a maior quantidade de adultos 
diabéticos, na faixa etária analisada (≥ 20 milhões). O Brasil encontra-se na faixa anterior, possuindo 
entre 10 e < 20 milhões de habitantes portadores da diabetes. Países considerados de média e baixa 
renda concentram juntos a maioria da população mundial (79,4%) portadora desta síndrome. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de International Diabetes Federation (2019, p.34).  

 

 A questão da escassez de dados acerca da prevalência da DM em países em 

desenvolvimento está, aos poucos, se tornando melhor. Em 2015, Makaroff e Cavan 

relataram que apenas 57% dos países possuíam levantamentos de prevalência da 

DM de alta qualidade (Makaroff & Cavan 2015). Apesar disso, o último levantamento 

da IDF contou com dados nacionais de 65% dos países, todos atendendo aos 

critérios de inclusão estabelecidos. Os países restantes (35%) tiveram suas 

estimativas calculadas com base em dados da prevalência em países semelhantes 

em termos de etnia, idioma, classificação de renda per capita e proximidade 

geográfica (INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019). 

 Dados acerca da incidência mundial da DM são ainda mais escassos, pois 

requerem mais estudos que aqueles necessários para estimar dados sobre 

prevalência. No entanto, a avaliação da incidência é extremamente necessária para 

se entender se o risco da população de desenvolver DM está mudando ao longo do 
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tempo (INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019). Em revisão sistemática 

sobre a incidência da diabetes (total e DMT2) publicada em 2019, foi relatado que, 

entre 2006 e 2014, 27% da população investigada tiveram incidência estável da 

doença. Observaram também que 36% apresentaram declínio, enquanto outros 36% 

tiveram um aumento na incidência da DM. O estudo, no entanto, ilustra a 

problemática da escassez de dados epidemiológicos mundiais acerca da DM, já que 

apenas 19% da população incluída no estudo era não-europeia e 4% pertencia a 

países de média ou baixa renda (MAGLIANO et al., 2019). 

 Outro desafio é avaliar taxas de mortalidade relacionadas à DM. A utilização 

de atestados de óbito para essa avaliação é algo redundante no caso desta 

síndrome, já que pacientes portadores de DM, em geral, falecem de uma das suas 

complicações (GOLDACRE, 1993), como insuficiência cardíaca e renal, doença 

cardíaca coronária, acidente vascular cerebral ou doença renal terminal (GREGG; 

SATTAR; ALI, 2016). Desta forma, nos atestados de óbito consta como causa da 

morte, na maior parte dos casos, uma das complicações e a síndrome não é nem 

mesmo mencionada como fator contribuinte para o óbito (GOLDACRE, 1993). Essa 

avaliação, no entanto, parece estar se tornando um pouco mais fidedigna à medida 

que os dados coletados começam a considerar também as mortes causadas por 

complicações causadas pela DM em suas estatísticas. Essa conduta já tem sido 

utilizada nos levantamentos publicados pela IDF. 

 A estimativa mundial é de que em 2019, 4,2 milhões de adultos tenham 

morrido devido à DM e suas complicações e, deste total, 2,3 milhões são mulheres 

(Figura 2). Além disso, sabe-se que a DM está associada com 11,3% de todos os 

óbitos em pessoas adultas. Considerando adultos em fase produtiva (20 – 60 anos), 

46,2% das mortes estão associadas à DM e suas complicações (Figura 3) 

(INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019).  
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FIGURA 2 – PROPORÇÃO(%) MUNDIAL DE PESSOAS EM FASE PRODUTIVA (20 – 60 ANOS) 
QUE MORRERAM POR DIABETES E SUAS COMPLICAÇÕES EM 2019. A África concentra a 
proporção mais alta de mortes em adultos dentro da faixa etária analisada, tendo uma média de 
73,1% para todos os países. Em ordem crescente, os cinco países com maior proporção, todos 
pertencentes à África, são: Zimbábue (86,4%); Swatini (87,7%); Uganda (88,0%), Quênia (88,4%) e 
Moçambique (91,1%). A região europeia possui os números mais baixos. De todas as mortes 
causadas pela diabetes nesta região, apenas 31,4% ocorreram em pessoas em fase produtiva. Em 
ordem crescente, os países que possuem as proporções mais baixas são: Japão (15,8%), Macedônia 
do Norte (15,8%), Eslováquia (17,3%), Sérvia (17,7%) e Bulgária (17,9%). 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Internation Diabetes Federation (2019, p.55). 

 

FIGURA 3 – NÚMERO DE MORTES EM ADULTOS CAUSADAS POR DIABETES E SUAS 
COMPLICAÇÕES, POR IDADE E SEXO, EM 2019. Figura. 3 Número de mortes em adultos 
causadas por diabetes e suas complicações, por idade e sexo, em 2019. As mortes associadas à 
diabetes ocorrem em maior proporção em mulheres (2,3 milhões em 2019) que em homens (1,9 
milhões em 2019). Nas mulheres, os maiores números se concentram na faixa etária de 60-79 anos 
enquanto que nos homens a faixa etária de 50-69 anos é a que concentra os maiores números. 

 

 

Fonte: Adaptado de Internation Diabetes Federation (2019, p.54). 
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1.1.3 DMT1 e DMT2 
 

 A DMT1 é uma das doenças crônicas mais comuns na infância (GALE, 2005) 

e a manifestação dos sintomas clássicos da doença ocorre entre os 5 e 7 anos de 

idade e também na puberdade (HARJUTSALO; SJÖBERG; TUOMILEHTO, 2008). 

São eles: poliúria, polidipsia e perda de peso, além da cetoacidose que ocorre em 

cerca de um terço das crianças e adolescentes (DABELEA et al., 2014). No entanto, 

a DMT1 pode se manifestar em qualquer idade, mas cerca de 50% dos casos ocorre 

em adultos (THOMAS et al., 2018). Nestes, porém, realizar o diagnóstico correto é 

mais complicado, haja vista esta faixa etária apresentar sintomas semelhantes 

àqueles da DMT2 (LYNAM et al., 2020).   

 O desenvolvimento da DMT1 é um processo considerado autoimune, que 

envolve fatores genéticos, imunológicos e ambientais (ACHARJEE et al., 2013). 

Neste tipo de DM ocorre uma deficiência na secreção de insulina causada pela 

destruição das células β- pancreáticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2018) e, como consequência, torna-se necessário a administração exógena desse 

hormônio. Em crianças, o curso da DMT1 desenvolve-se mais rapidamente quando 

comparado aos adultos, nos quais a destruição das células β- pancreáticas ocorre 

lenta e progressivamente (Figura 4).  

 Diagnosticar a DMT1 é algo complexo, pois não há um sinal clínico que 

caracterize perfeitamente este subtipo da síndrome ou que o distinga dos outros 

subtipos da DM (DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). O diagnóstico da 

DMT1 depende da análise cuidadosa dos fatores de risco relacionados a este 

subtipo juntamente com características físicas do paciente, como idade e índice de 

massa corporal. Além disso, considera-se também a análise de biomarcadores, 

como autoanticorpos contra proteínas específicas das células β-pancreáticas 

(SHIELDS et al., 2015). Cerca de 90% das pessoas diagnosticadas com DMT1 

apresentam níveis mensuráveis destes autoanticorpos, a exemplo anti-insulina, anti-

Znt8, anti-ilhota e anti-tetraspanina 7 (MCLAUGHLIN et al., 2016). 
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FIGURA 4 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA PERDA LENTA E PROGRESSIVA DA 

MASSA DE CÉLULAS β-PANCREÁTICAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA DMT1. O 

processo envolve predisposição genética e autoimunidade com consecutivos distúrbios no 

metabolismo dos carboidratos, lipídeos e proteínas. Seguidamente, há a deficiência progressiva de 

secreção de insulina gerando um quadro de pré-diabetes e, finalmente, diabetes evidente. 

 

 

Fonte: Adaptado de (Skyler 2004, p. 4114). 
  

 A DMT2 é a forma de DM presente na maior parte dos indivíduos acometidos 

por esta síndrome (90 a 95% dos casos) (SBD, 2015). Na DMT2 ocorre deficiência 

de insulina causada por disfunção da célula β-pancreática e por resistência 

insulínica em órgãos alvo (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017), como fígado e 

coração (PANDEY; CHAWLA; GUCHHAIT, 2015). Um dos mais importantes 

desafios da DMT2 é a baixa responsividade das células β-pancreáticas a 

medicamentos (TAYLOR; AL-MRABEH; SATTAR, 2019). Estima-se que, no 

momento em que a DMT2 é diagnosticada, 50% da quantidade considerada normal 

de células β-pancreáticas já tenha sido perdida (HOLMAN et al., 2008), 

provavelmente por apoptose (BUTLER et al., 2010; RAHIER et al., 2008), e essa 

perda continua a ocorrer linearmente ao longo do tempo (RUDENSKI et al., 1988).  

 O desenvolvimento da resistência à insulina está fortemente relacionado a 

fatores como má alimentação, sedentarismo e, principalmente, obesidade. A 

produção contínua de glicose é uma das principais funções do fígado e é regulada 

pela insulina (TAYLOR; AL-MRABEH; SATTAR, 2019). O hábito de se ingerir 
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calorias em excesso leva, ao longo do tempo, à esteatose hepática que, por sua vez, 

desenvolve resistência à insulina. A produção contínua de glicose pelo fígado causa 

um pequeno aumento nos níveis da glicose plasmática em jejum, desencadeando 

um aumento na produção de insulina. Concentrações de insulina acima das taxas de 

normalidade, por sua vez, estimulam a conversão de carboidratos em gordura, e 

assim, um ciclo vicioso é estabelecido (TAYLOR, 2008).  

 As células β-pancreáticas também podem ter sua função prejudicada pelo 

excesso de gordura no fígado. Sabe-se que esse acúmulo pode aumentar a 

absorção de gordura em diversos tecidos, sendo um deles o tecido pancreático 

(TAYLOR; AL-MRABEH; SATTAR, 2019). Desta forma, apesar de fatores genéticos 

estarem envolvidos na patogênese da DMT2, outros fatores como a obesidade e o 

sedentarismo podem ser considerados gatilhos iniciadores deste tipo de DM 

(GRARUP et al., 2014).  

 Assim como na DMT1, no tratamento da DMT2 os níveis de glicose precisam 

ser monitorados e mantidos o mais próximo possível dos níveis normais. Para isso 

são necessárias mudanças no estilo de vida, como a adoção de uma alimentação 

saudável, prática regular de exercícios e perda de peso. Em alguns casos, essas 

mudanças não são suficientes para serem mantidos os níveis de glicose em 

parâmetros adequados. Quando isso ocorre, a administração de medicamentos é 

indicada e, se necessário, de insulina exógena (VIGGIANO, 2007; VIJAN, 2015). 

Realizar o tratamento e acompanhamento da DMT2 é de extrema importância já que 

esta síndrome pode gerar complicações secundárias graves, principalmente, as 

cardiopatias (GO et al., 2014; PANDEY; CHAWLA; GUCHHAIT, 2015). 

 Em suma, a DM é uma síndrome que, na maioria das vezes, gera sérias 

complicações que vão se acumulando ao longo do curso patológico da doença, 

diminuindo cada vez mais a qualidade de vida do portador. A doença arterial 

periférica é uma das cardiopatias mais comuns em diabéticos (INTERNATION 

DIABETES FEDERATION, 2019) e, além dessas, outras complicações frequentes 

são a retinopatia, nefropatia (que pode vir acompanhada da necessidade de 

realização de diálises ou, até mesmo, de transplante renal), neuropatias sensorial 

periférica e autonômica (BOULTON, 2013; JUPITER et al., 2015) e a formação de 

úlceras crônicas, em geral nos membros inferiores (BOULTON, 2013).  
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 1.1.4 Complicações da DM: a problemática da cicatrização 
 

 A formação de úlceras crônicas em pacientes diabéticos é resultado de uma 

combinação de fatores de risco característicos da DM (BOULTON, 2013). Vários são 

esses fatores, que podem ser agrupados em três categorias: alterações 

patofisiológicas, deformidades anatômicas e influências ambientais (DINH; VEVES, 

2005). Os membros inferiores, principalmente os pés, são os locais em que essas 

feridas são mais frequentes (PATEL et al., 2019) sendo responsáveis, 

mundialmente, por aproximadamente 50 a 70% das amputações desses membros. 

(VIJAYAKUMAR et al., 2019). 

 A patofisiologia da DM é complexa e ainda não está totalmente 

compreendida. No entanto, sabe-se que o estresse oxidativo, causado por um 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e o sistema de defesas 

antioxidantes (BETTERIDGE, 2000; HALLIWELL, 1994), é um dos principais 

mecanismos envolvidos na formação de feridas crônicas em diabéticos 

(KUNKEMOELLER; KYRIAKIDES, 2017). Os radicais livres possuem  importantes 

funções fisiológicas no processo normal de cicatrização, como a produção de 

citocinas, o recrutamento celular e a angiogênese (SCHÄFER; WERNER, 2008; 

SEN; ROY, 2008) . Em condições de hiperglicemia, principal característica da DM, 

ocorre uma produção exacerbada dessas espécies, sendo o radical superóxido (O2
• ) 

a principal delas (GIACCO; BROWNLEE, 2010). Este radical é resultante da 

oxidação da glicose e, em altos níveis, interfere em mecanismos envolvidos na 

cicatrização, como a via do poliol e da hexosamina (PATEL et al., 2019). Além disso, 

o estresse oxidativo causa danos ao DNA e estimula vias pró-oxidativas como a via 

dos produtos de glicação final avançada e da proteína quinase C (CHUNG et al., 

2003; IGHODARO, 2018; ROLO; PALMEIRA, 2006). 

 A neuropatia sensorial periférica e a doença vascular periférica, também são 

importantes alterações patofisiológicas que ocorrem na DM e que prejudicam o 

curso normal da cicatrização. (DINH; VEVES, 2005). Há ainda o comprometimento 

do sistema imunológico onde células inflamatórias como os neutrófilos, monócitos e 

células T apresentam-se em desreguladas. Como resultado, são produzidos níveis 

elevados de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF-α (PATEL et al., 2019). 

 Na categoria das deformidades anatômicas, a neuropatia motora e a 

neuropatia de Charcot são as duas entidades que mais contribuem para a formação 



23 
 

das deformidades nos pés (DINH; VEVES, 2005). Por fim, na categoria dos fatores 

externos que levam à ocorrência do trauma estão inclusos eventos como fricção 

causada pelo uso de sapatos inadequados, esforços repetitivos em determinadas 

partes do pé e traumas acidentais (DOSHI; MOISSINAC; HARWANT, 2001). 

 O processo de cicatrização de uma ferida inicia-se logo após o surgimento do 

trauma e pode perdurar por anos, sendo um evento dinâmico e finamente regulado 

por mecanismos celulares, moleculares e humorais (Reinke & Sorg 2012). Esse 

processo compreende diferentes fases até a completa reepitelização (homeostase, 

inflamação, proliferação e remodelamento) e, em cada fase participam diferentes 

tipos celulares (Figura 5) que precisam atuar em perfeita harmonia (BALTZIS; 

ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014).  

 A primeira fase do processo é a hemostasia, em que as plaquetas são 

ativadas e promovem a coagulação, seguida da conversão do fibrinogênio em fibrina 

e resultando na formação da matriz extracelular provisória (Blakytny & Jude 2006). 

As plaquetas secretam proteínas que induzem a migração e adesão de neutrófilos, 

monócitos e de fatores de crescimento (FALANGA, 2005), dando início à inflamação, 

segunda fase do processo de cicatrização. Nesta, os neutrófilos realizam a limpeza 

da lesão, eliminando detritos, secretando proteases que matam bactérias presentes 

no local e degradando o tecido necrosado (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007). 

Posteriormente, os monócitos se diferenciam em macrófagos, que realizam a 

fagocitose dos microrganismos e restos celulares presentes na lesão, e também 

secretam fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas (PROFYRIS; TZIOTZIOS; 

DO VALE, 2012; REINKE; SORG, 2012; TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 

2012). As fases de hemostasia e inflamação perduram, em geral, por 72 horas 

(WANG et al., 2018).  

 A fase inflamatória se sobrepõe à próxima fase do processo de cicatrização, 

que é a proliferativa. Nesta, um novo tecido começa a ser formado, constituído por 

diversas células (fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais) e tecido 

conjuntivo abundante. É também nesta fase que ocorre a angiogênese e a 

construção de uma nova matriz extracelular, constituída por um tecido de granulação 

composto por proteoglicanas, ácido hialurônico, colágeno e elastina, e que irá 

substituir o coágulo formado inicialmente (CHEN et al., 2010; PATEL et al., 2019).  

 O remodelamento é a última fase do processo de cicatrização e também se 

sobrepõe à fase inflamatória (SORG; KRUEGER; VOLLMAR, 2007). As células 
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envolvidas no processo de formação do tecido de granulação começam a sofrer 

apoptose até que esse tecido deixa de existir. A irrigação sanguínea para o local da 

lesão também diminui progressivamente. O colágeno tipo III, produzido na fase 

proliferativa, é substituído pelo colágeno tipo I, com fibras se apresentando em 

feixes mais organizados e espessos, resultando em um tecido cicatricial rígido e 

resistente (JEFFCOATE; PRICE; HARDING, 2004; REINKE; SORG, 2012). Nesta 

fase, é fundamental que haja um equilíbrio entre a síntese e a degradação de 

colágeno, que ocorrem continuamente. As metaloproteinases de matriz (MMPs) são 

as enzimas responsáveis pela manutenção desse equilíbrio e também coordenam a 

degradação de componentes não-colagenosos da matriz extracelular (TSOURDI E, 

BARTHEL A, RIETZSCH H, REICHEL A, 2013). 

 

FIGURA 5 – ESTÁGIOS DA CICATRIZAÇÃO NORMAL DE FERIDAS. Em cada estágio do processo 

de cicatrização (hemostasia, inflamação, proliferação e remodelamento) há tipos celulares específicos 

que atuam em eventos chave de cada etapa. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014, p. 819). 
  
  

 Apesar de ser no remodelamento em que as MMPs exercem sua mais 

importante função (Falanga 2005; Blakytny & Jude 2006; Pradhan et al. 2009; Baltzis 

et al. 2014), pode-se encontrá-las atuando desde o início do processo de 

cicatrização contribuindo na limpeza inicial da ferida, pois promovem a remoção de 
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tecidos mortos, atuando na angiogênese e na epitelização durante a fase 

inflamatória (Kähäri & Saarialho-Kere 1997; Tsourdi E, Barthel A, Rietzsch H, 

Reichel A 2013). A atuação das MMPs é coordenada pelos inibidores teciduais das 

metaloproteinases (TIMPs), sendo necessário que os níveis dessas duas enzimas 

estejam balanceados e em harmonia para que o curso da cicatrização transcorra de 

forma adequada (TSOURDI E, BARTHEL A, RIETZSCH H, REICHEL A, 2013; 

VAALAMO; LEIVO; SAARIALHO-KERE, 1999). A fase de remodelamento pode 

durar de uma semana a seis meses após a lesão (TSOURDI E, BARTHEL A, 

RIETZSCH H, REICHEL A, 2013). 

 A DM atrasa o processo de cicatrização por acarretar prejuízos em todas 

essas fases (Figura 6) (PATEL et al., 2019), levando à formação de feridas crônicas 

(EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Nestas, o curso da cicatrização é 

interrompido no início da inflamação e resiste à progressão das fases seguintes 

(OCHOA; TORRES; SHIREMAN, 2007). Estudos de tecidos coletados de feridas 

crônicas indicam uma competição contínua entre sinais inflamatórios e anti-

inflamatórios, gerando um desequilíbrio que impede a cicatrização adequada da 

ferida (BEIDLER et al., 2009; EMING et al., 2010). Além disso, as disfunções micro e 

macro circulatórias características da DM contribuem para que a formação do tecido 

de granulação seja prejudicada ou não ocorra, podendo levar à isquemia, outro 

importante fator contribuinte na cronificação da ferida (ALAVI et al., 2014; DINH; 

VEVES, 2005; GALKOWSKA; WOJEWODZKA; OLSZEWSKI, 2006). 

 Juntamente com a isquemia, as neuropatias e infecções constituem as três 

principais causas de atraso na cicatrização em pacientes diabéticos (BRUHN-

OLSZEWSKA et al., 2012; YANG et al., 2017). Nestes, a possibilidade de 

desenvolvimento de uma infecção é aumentada devido aos fatores característicos 

da DM. Um deles é a redução na quimiotaxia de leucócitos (Wysocki et al. 1992; 

Blakytny & Jude 2006) e migração inadequada de neutrófilos e macrófagos 

(Delamaire et al. 1997; Blakytny & Jude 2006). Além disso, pacientes diabéticos 

apresentam níveis elevados de óxido nítrico, quadro que prejudica a atividade dos 

macrófagos contra infecções e inibe a angiogênese (Blakytny & Jude 2006). 
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FIGURA 6 – DIABETES E CICATRIZAÇÃO. Em cada fase da cicatrização há desajustes provocados 

pelas complicações da diabetes, como a hiperglicemia e o processo inflamatório crônico. 

 

Fonte: Adaptado de (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014, p. 821). 

 

 O desequilíbrio das proteases e de seus inibidores constitui outro fator que 

contribui fortemente para o atraso na cicatrização de feridas em diabéticos (EMING; 

MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Sabe-se que nestas feridas, as MMPs são 

encontradas em altos níveis enquanto que as TIMPs estão presentes, porém em 

níveis baixos (LOBMANN et al., 2002). Esse cenário traz consequências prejudiciais 

ao curso da cicatrização como aumento da atividade proteolítica que, por sua vez, 

leva a degradação de fatores de crescimento (GREENHALGH, 2003). Desta forma, 

feridas em pacientes diabéticos estão propensas a maiores complicações tais como 

cronificação, infecções e desenvolvimento de isquemia podendo levar a amputação 

do membro afetado.  

O controle rigoroso da glicemia bem como o extremo cuidado e limpeza da 

ferida fazem parte do esquema de tratamento; no entanto, o prognóstico para a cura 

destas lesões ainda é bastante complicado (CHELLAPPAN et al., 2017; 

GREENHALGH, 2003). Atualmente, há várias opções de medicamentos e curativos 

para o tratamento de feridas crônicas no mercado. No entanto, grande parte desses 

produtos tem um alto custo e, considerando que o tempo terapêutico é longo, o 

acesso a eles torna-se muitas vezes inacessíveis para muitos pacientes (FERREIRA 

et al., 2003). Além disso, mesmo com todas as opções terapêuticas disponíveis, o 
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número de pacientes diabéticos acometidos por úlceras crônicas, principalmente nos 

membros inferiores, cresce a cada ano (NAIR, 2018). 

O desenvolvimento de novas opções terapêuticas, com menores custos, 

torna-se necessário. Como estratégia, podem ser usadas substâncias que auxiliem o 

organismo a melhorar a cicatrização. Uma das moléculas que têm sido testadas com 

este objetivo é a melatonina. Diversos estudos vêm demonstrando a influência 

positiva da melatonina na cicatrização de diferentes tipos de feridas, tornando-a uma 

molécula promissora para ser utilizada em novas estratégias nesta área (CROOKE 

et al., 2015; DROBNIK, 2012; HALICI et al., 2010; KAYAPINAR et al., 2015; 

PUGAZHENTHI et al., 2008; RAMÍREZ-FERNÁNDEZ et al., 2013). 

 1.2 A MELATONINA 

 1.2.1 Propriedades gerais da melatonina 
 

 Derivada do triptofano, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma 

indolamina constituída quimicamente por um heterociclo indol e duas cadeias 

laterais, nomeadas grupo 5-metoxi e grupo 3-aminoacetil (Figura 7) (TAN et al., 

2002). O heterociclo indol é rico em elétrons com alta estabilidade de ressonância e 

eletroreatividade conferindo à melatonina uma de suas principais características que 

é a capacidade de captar de radicais livres (POEGGELER et al., 1993; TAN et al., 

2002). Os grupos 5-metoxi e 3-aminoacetil estão conectados nas posições C5 e C3 

do heterociclo indol da molécula, respectivamente, sendo também importantes na 

captação de radicais livres e na determinação das características físicas da 

melatonina (TAN et al., 2002). São esses grupos que tornam a melatonina uma 

molécula anfifílica, com altas lipofilicidade e hidrofobicidade, algumas das 

características que permitem que ela atravesse as membranas celulares com 

facilidade (TAMURA et al., 2012).  

 Uma das principais funções da melatonina é a manutenção do ritmo 

circadiano celular (TORDJMAN et al., 2017). A síntese de melatonina na glândula 

pineal é controlada pela exposição dos olhos à luz (SHARMA et al., 2015). As 

informações sobre período e intensidade dessa exposição são transmitidas para a 

glândula pineal por meio do núcleo supraquiasmático do hipotálamo (BRZEZINSKI, 

1997), que realiza a sincronização do ciclo claro-escuro (Singh & Jadhav 2014). 

Assim, a síntese de melatonina é inibida durante o dia, e estimulada durante a noite 

(SHARMA et al., 2015). Por este motivo, a concentração da melatonina no plasma 
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de mamíferos é variável; as concentrações noturnas se encontram entre 80 e 100 

pg/ mL, enquanto as concentrações diurnas são bem menores, entre 10 e 20 pg/ mL 

(Figura 8) (SIMONNEAUX, 2003). 

 
FIGURA 7 – ESTRUTURA QUÍMICA DA MELATONINA. Os grupos 5-metoxi e 3-aminoacetil estão 
conectados nas posições 5 e 3 do heterociclo indol da molécula, respectivamente. 

 

 

Fonte: TAN et al., 2002  

  

 Devido aos seus efeitos sedativos nos seres humanos (BURCHAKOV; 

USPENSKAYA, 2019; KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015a) e à sua 

eficiência no tratamento de alguns distúrbios do sono, a melatonina também é 

chamada de “hormônio do sono”(KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015a). Esta 

denominação, no entanto, é correta apenas quando se trata de espécies diurnas, 

uma vez que em doses fisiológicas, não é capaz de promover o sono em animais 

noturnos quando estes estão despertos (KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 

2015b). Isso ocorre porque a melatonina é uma exceção ao esquema de reversão 

de 12 horas dos ritmos hormonais, que ocorre entre espécies diurnas e noturnas. 

Mesmo em espécies com hábitos noturnos, como os ratos, a melatonina é secretada 

pela glândula pineal durante o período escuro astronômico (Figura 8) (Pevet & 

Challet 2011). 

 A melatonina é considerada um hormônio neuroendócrino e imunomodulador 

devido a sua capacidade de estimular monócitos e citocinas. Assim, pode influenciar 

na proliferação de fibroblastos, interferir positivamente na angiogênese e, por seu 

efeito antioxidante, possuir também propriedades antiinflamatórias (ALLEGRA et al., 

2003; RAMÍREZ-FERNÁNDEZ et al., 2013; REITER et al., 2006, 2009; RODRIGUEZ 

et al., 2004; TAN et al., 2003). Além disso, a melatonina contribui com a manutenção 

da saúde do sistema ósseo, pois promove a diferenciação de osteoblastos e atua 

limitando a atividade dos osteoclastos (YILDIRIMTURK et al., 2016). 
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 A característica lipofílica da melatonina permite que ela seja capaz de 

permear a membrana celular sem a necessidade de se ligar a receptores 

específicos, portanto, é considerada uma molécula que pode atuar 

independentemente (TAROCCO et al., 2019). No entanto, a melatonina também 

atua via receptores, que se localizam na superfície das células (REPPERT et al., 

1995) e pertencem a uma família de proteínas conhecida como „receptores 

acoplados à proteína G‟ (VON GALL; STEHLE; WEAVER, 2002). Existem dois 

receptores específicos para a melatonina, com alto grau de homologia entre eles: 

receptor de melatonina 1 (MT1) e receptor de melatonina 2 (MT2) (REPPERT et al., 

1995; REPPERT; WEAVER; EBISAWA, 1994).  

 

FIGURA 8 – PERFIL CIRCADIANO DAS CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS DE MELATONINA. 

Em (A), o pico de concentração da melatonina, que ocorre entre 1h e 3h, é representado. O período 

de escuridão está marcado em cinza. Em (B), observa-se que o perfil de liberação da melatonina é o 

mesmo em espécies diurnas e noturnas, ocorrendo durante a noite, representada pela barra 

preenchida por preto, no eixo x. 

 

 

 

Fonte: (B) Adaptado de (KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015b, p. 10) (A) Adaptado de 

(TORDJMAN et al., 2017, p. 435). 
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  Além de atuar via receptores específicos ou independente, a melatonina tem 

a capacidade de estimular receptores específicos de outras moléculas. Já foi 

demonstrado que os receptores da insulina e os receptores do fator de crescimento 

semelhante à insulina, ambos com alto grau de homologia, podem ser estimulados 

pela melatonina. Desta forma, esta indolamina interfere também na regulação do 

crescimento e diferenciação de células β-pancreáticas, por exemplo, via receptores 

não-específicos (PICINATO et al., 2008). 

1.2.2 A melatonina e o seu potencial na cicatrização  
 

 Já se sabe que a melatonina interfere em diferentes fases da cicatrização. Na 

fase inflamatória, ela atua regulando alguns alvos farmacológicos, como a 

ciclooxigenase-2 e a óxido nítrico-sintase induzida, e algumas citocinas pró-

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral-α (Lin & Karin 2003; Pourhanifeh et 

al. 2019). Na proliferação e migração celular, a melatonina atua positivamente ao 

ativar a via de sinalização ERK1/2 (GE et al., 2019; MARIA et al., 2018; NIU et al., 

2016; XU et al., 2020). Por fim, sabe-se que a melatonina aumenta os níveis de 

expressão do fator de transcrição relacionado ao runt2, gene essencial na 

diferenciação de osteoblastos e que estimula diretamente a produção de colágeno 

tipo I (PARK et al., 2011; VIRDI et al., 1998).  

 Alcançar o objetivo desejado ao empregar a melatonina no tratamento de 

feridas requer a avaliação prévia de vários fatores, como a dose a ser aplicada e as 

características do tecido alvo (DROBNIK, 2012). Em 2008, Pugazhenthi e 

colaboradores mostraram que uma dose de melatonina de 1,2 mg/ kg, aplicada por 

via intradérmica, melhorou o processo de cicatrização de feridas incisionais. As 

análises histológicas realizadas neste estudo mostraram que as fibras de colágeno 

presente nas feridas tratadas com melatonina foram semelhantes às fibras de 

colágeno de uma pele intacta (PUGAZHENTHI et al., 2008). 

 Uma das propriedades da melatonina que favorece o processo de 

cicatrização é o seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante da melatonina 

deve-se provavelmente a duas ações principais desempenhadas por esta 

indolamina: estimulação da superóxido dismutase, uma metaloenzima antioxidativa 

e inibição da enzima óxido nítrico sintase (Poeggeler et al. 1993; Reiter et al. 2000, 

2001; Cuzzocrea & Reiter 2001).  
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 As espécies reativas de oxigênio estão envolvidas no processo de 

cicatrização. No entanto, a produção em excesso destas moléculas pode prejudicar 

e/ ou inibir este processo (NIETHAMMER et al., 2009). Quando as espécies reativas 

de oxigênio estão presentes em excesso, ocorre senescência dos fibroblastos, além 

de interferir de modo negativo na sua contração (SONEJA; DREWS; MALINSKI, 

2005). A melatonina atua minimizando esses eventos, pois estabiliza as membranas 

das células e torna-as mais resistentes aos ataques oxidativos (Poeggeler et al. 

1993; Reiter et al. 2000, 2001; Cuzzocrea & Reiter 2001).  

 A angiogênese é outro processo de crucial importância na cicatrização e 

também influenciado pela melatonina (PUGAZHENTHI et al., 2008). Administrações 

intradérmicas de melatonina favorecem a formação de novos vasos sanguíneos ao 

influenciar os níveis de moléculas envolvidas nesse processo. Um exemplo é o fator 

de crescimento endotelial vascular, o mais importante na angiogênese, que tem sua 

concentração aumentada durante a administração de melatonina. Já foi 

demonstrado que, durante o tratamento com melatonina, os níveis deste fator de 

crescimento começam a aumentar no primeiro dia após a lesão e atingem o pico no 

sétimo dia (PUGAZHENTHI et al., 2008).  

 Em modelo experimental de privação de melatonina utilizando ratos 

pinealectomizados observou-se que o processo de cicatrização foi significativamente 

mais lento em comparação aos animais não submetidos à pinealectomia 

(BEŞKONAKH et al., 2000; OZLER et al., 2010). Além disso, o retardo no tempo de 

cicatrização foi revertido quando os animais pinealectomizados receberam 

melatonina (Beşkonakh et al. 2000; Drobnik & Dabrowski 2000). O benefício da 

melatonina na cicatrização já tem sido apresentado até mesmo em ensaios de 

cicatrização de feridas epiteliais na córnea. Foi demonstrado que neste tipo de ferida 

a taxa de cicatrização destas feridas em coelhos tratados apenas com solução 

salina foi de aproximadamente 75 μm/ hora. Já em coelhos com o mesmo tipo de 

lesão e tratados com aplicação de dose única de melatonina sobre as feridas (10 nm 

em 10 mL) tiveram sua taxa de cicatrização expressivamente aumentada para 110 

μm/ hora (CROOKE et al., 2015). 

 A dificuldade na cicatrização de feridas, um dos maiores problemas 

decorrentes das complicações da diabetes, confere um estímulo adicional aos 

estudos com melatonina envolvendo esta doença. Song e colaboradores, em 2016, 

mostraram que queratinócitos cultivados com altos níveis de glicose diminuíam a 
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expressão de RNA mensageiro de citocinas pró-inflamatórias, quando tratados com 

melatonina (SONG et al., 2016). Neste mesmo estudo, foi observado também que o 

tratamento com melatonina reduziu o estresse oxidativo nos queratinócitos 

cultivados com excesso de glicose. Por fim, estes queratinócitos tiveram sua 

proliferação e migração aumentadas pela melatonina e ainda tiveram as taxas de 

apoptose reduzidas (SONG et al., 2016). 

 Em outro estudo recente envolvendo diabetes e cicatrização, o efeito da 

melatonina foi avaliado na cicatrização óssea de ratos diabéticos e o tratamento com 

esta indolamina demonstrou efeitos histológicos positivos nos estágios iniciais da 

cicatrização. Além disso, foram avaliados níveis plasmáticos de biomarcadores 

relacionados ao estresse oxidativo e os resultados confirmaram o papel da 

melatonina como captadora de radicais livres, também em animais diabéticos 

(YILDIRIMTURK et al., 2016). 

 A melatonina, apesar de seus vários pontos favoráveis ao processo de 

cicatrização, apresenta algumas características que dificultam sua utilização. Entre 

os principais obstáculos para se atingir uma dose terapêutica desse hormônio estão 

a sua curta meia-vida plasmática (HARPSØE et al., 2015), sua alta sensibilidade à 

oxidação e sua baixa solubilidade (KUMAR YADAV et al., 2017). Quando o objetivo 

é utilizar a melatonina em formulações para uso tópico, há ainda um obstáculo 

adicional, que é a fotolabilidade desta molécula (TURSILLI et al., 2006). 

 Além disso, a melatonina apresenta extenso metabolismo de primeira 

passagem sendo a enzima CYP 1A2, pertencente à família das enzimas do 

citocromo P-450 (CYP-450), a principal responsável por esse processo (MA et al., 

2005). As concentrações plasmáticas de melatonina após sua passagem pelo fígado 

correspondem a apenas 15% (em média) da concentração total produzida ou 

administrada, conferindo a essa molécula uma baixa biodisponibilidade (HARPSØE 

et al., 2015).   

 A melatonina, portanto, desempenha diversas e importantes ações no 

processo de cicatrização de feridas, como supressão da inflamação, atenuação do 

estresse oxidativo, estímulo à proliferação e migração de queratinócitos e aumento 

da produção de colágeno. No entanto, a utilização desta molécula para fins 

terapêuticos encontra alguns obstáculos que inviabilizam sua aplicação 

isoladamente. A integração da melatonina a um sistema carreador de fármacos, 

como as nanopartículas, constitui uma valiosa estratégia para transpor esses 
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obstáculos e ainda oferece possibilidades de aumentar o potencial terapêutico desta 

molécula, a depender dos compostos utilizados na construção desse sistema.  

1.3  NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 
 

 As nanopartículas são partículas com diâmetro compreendido entre 10 e 1000 

nm (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007) e são utilizadas como sistemas 

carreadores de fármacos (RIZVI; SALEH, 2018). Um dos principais atrativos das 

nanopartículas é a sua capacidade alcançar alvos moleculares específicos, 

aumentando as chances de entrega  do composto ativo no local de ação pretendido 

(Pandey & Khuller 2004; Nagpal et al. 2010), além de diminuir a toxicidade deste 

composto livre em órgãos que não são alvo do tratamento (DE JONG; BORM, 2008). 

As nanopartículas também promovem a liberação controlada de fármacos e podem 

ser utilizadas como alternativas para melhorar a estabilidade e biodisponibilidade do 

composto encapsulado (RIZVI; SALEH, 2018).  

As nanopartículas podem ser fabricadas com diversos materiais, entre eles, 

os polímeros. Nanopartículas poliméricas podem ser constituídas por polímeros 

sintéticos, naturais ou semissintéticos (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010). O 

polímero ideal para se produzir uma nanopartícula deve apresentar método de 

síntese relativamente simples, ter preço acessível, e ser biocompatível, 

biodegradável, não imunogênico e atóxico (Pandey & Khuller 2004).  

 Os polímeros naturais ou biopolímeros têm sido cada vez mais utilizados na 

produção de nanopartículas devido às suas excelentes propriedades de 

biodegradabilidade e biocompatibilidade (Sahana & Rekha 2018). São moléculas 

orgânicas sintetizadas por organismos vivos e constituídas por uma sequência 

repetida de aminoácidos, monossacarídeos, nucleotídeos ou ésteres mantidos por 

ligações covalentes para formar peptídeos, polissacarídeos, polifenois ou poliésteres 

(Sahana & Rekha 2018). Exemplos de biopolímeros utilizados na preparação de 

nanopartículas são o alginato, a quitosana, a albumina e a gelatina (ZHANG et al., 

2013).  

A quitosana é um dos polímeros naturais mais utilizados na preparação de 

nanopartículas e pode também ser utilizada para a estabilização de micro e 

nanoemulsões, em que lipídeos atuam como agentes emulsificantes. O 

recobrimento de nanoestruturas lipídicas com a quitosana aumenta sua estabilidade 

e confere a elas propriedades mucoadesivas (SONVICO et al., 2006). 
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 Assim como os biopolímeros, os lipídeos também possuem grande potencial 

para serem empregados na produção de sistemas carreadores de fármacos, pois 

são biocompatíveis, biodegradáveis e seguros (GERELLI et al., 2008). A 

combinação de fosfolipídeos, que são negativamente carregados, com a quitosana 

tem sido utilizada na produção de nanopartículas carreando fármacos diversos como 

a insulina (LIU et al., 2016) e o tamoxifeno (agente anti-tumoral) (BARBIERI et al., 

2013). Um dos compostos lipídicos mais utilizados nestas preparações é a lecitina, 

constituída principalmente por fosfolipídeos  (GERELLI et al., 2008; SONVICO et al., 

2006). 

 A precipitação eletrostática é uma das técnicas mais utilizadas na preparação 

de nanopartículas compostas por quitosana e lecitina (PAN et al., 2018). Nela, as 

nanopartículas são obtidas após uma injeção direta de uma solução alcoólica de 

lecitina em uma solução aquosa de quitosana, resultando em uma estrutura auto-

organizada (GERELLI et al., 2008). A estrutura e morfologia destas partículas já 

foram descritas em alguns trabalhos (GERELLI et al., 2008; HAAS et al., 2014; LIU 

et al., 2016; SONVICO et al., 2006). Sabe-se que elas possuem um núcleo vazio, 

preenchido por solvente aquoso e rodeado por multicamadas. Estas, por sua vez, 

são compostas por bicamadas lipídicas e as regiões intercalantes contêm água e 

quitosana (Figura 9) (GERELLI et al., 2008; HAAS et al., 2014; LIU et al., 2016; 

SONVICO et al., 2006). O tamanho final da partícula formada depende do número 

de bicamadas lipídicas que ela possui e este número varia conforme a proporção de 

quitosana e lecitina utilizada (GERELLI et al., 2008).  

As nanopartículas de quitosana têm sido produzidas e estudadas para serem 

utilizadas em diversas aplicações. Alguns exemplos são as nanopartículas de 

quitosana que atuam como sistemas carreadores de agentes anti-tumorais 

(HOSSEINZADEH et al., 2012; PRABAHARAN, 2015) e de agentes antimicrobianos 

(ONG et al., 2017). A extensa utilização da quitosana na preparação de 

nanopartículas deve-se às inúmeras características promissoras que este 

biopolímero apresenta, como o potencial cicatrizante. 
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FIGURA 9 – MORFOLOGIA E ESTRUTURA DE NANOPARTÍCULAS DE LECITINA E 

QUITOSANA. Morfologia de nanopartículas de lecitina e quitosana obtida por crio-microscopia 

eletrônica de transmissão (A).  Na imagem observa-se a presença de partículas compostas por 

estruturas multilamelares compostas por várias bicamadas circundando um núcleo vazio. Ilustração 

de possível organização esquemática das nanopartículas de lecitina e quitosana (B). O solvente 

hidrofóbico utilizado na preparação destas nanopartículas entrelaça-se com a lecitina formando um 

núcleo hidrofóbico. A quitosana encontra-se na periferia da nanopartículas, revestindo-a. 

 

Fonte: (A) Adaptado de (LIU et al., 2016, p. 765). (B) Adaptado de (HAAS et al., 2014, p. 8). 

1.4 O POTENCIAL CICATRIZANTE DA QUITOSANA 
 

 Alguns dos biopolímeros mais utilizados como terapia na cicatrização são o 

colágeno, a celulose, a quitosana e o alginato. Estes, por possuírem potencial 

antibacteriano, anti-inflamatório, ou outras ações específicas, desempenham um 

papel eficiente na cicatrização. De todos estes, no entanto, poucos reúnem tantas 

qualidades e facilidades de preparação quanto a quitosana (Park et al. 2018; 

Sahana & Rekha 2018). 

 A quitosana é o mais importante derivado da quitina (BANO et al., 2017; FAN 

et al., 2018) e é encontrada principalmente em crustáceos, mas está presente 

também no exoesqueleto de moluscos e insetos, além de ser sintetizada por alguns 

fungos. A desacetilação alcalina da quitina dá origem à quitosana (Figura 10), e a 

diferenciação entre esses dois compostos é feita com base no grau de desacetilação 

obtido. Grau de desacetilação superior a 50% caracteriza a quitosana, enquanto 

quando este parâmetro é inferior a 50%, o polímero ainda é considerado quitina. A 

quitosana é composta por moléculas de N-acetilglicosamina unidas por ligações 

glicosídicas β (1–4) e uma das suas principais e relevantes características é seu 

caráter catiônico (Kozen et al. 2008; Croisier & Jérôme 2013; Ahmed & Ikram 2016).  
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FIGURA 10 – DESACETILAÇÃO DA QUITINA EM MEIO CONTENDO HIDRÓXIDO DE SÓDIO. 

 

 
Fonte: Adaptado de (Rhoades & Rastall 2015, p. 543). 

 
 O grau de desacetilação da quitosana é extremamente relevante na 

determinação das propriedades físico-químicas e biológicas deste polímero e 

interfere diretamente na determinação do seu caráter catiônico. Quando solubilizada 

em meio aquoso acidificado os grupos amina livres da quitosana são protonados e o 

polímero então adquire cargas positivas (DAI et al., 2011). A quantidade de grupos 

amina disponíveis na quitosana é diretamente proporcional ao seu grau de 

desacetilação. Sendo assim, quanto mais desacetilada for a quitosana, maior 

também será sua cationicidade (EL KNIDRI et al., 2018; LORENZINI et al., 2009). 

Outros fatores que também são influenciados pelo grau de desacetilação da 

quitosana são solubilidade, hidrofilicidade, cristalinidade e resposta celular (EL 

KNIDRI et al., 2018).  

 Dentre todos os biopolímeros, a quitosana é o único com caráter catiônico, 

uma das principais características que motivam sua utilização em diversas 

aplicações biomédicas (BANO et al., 2017). Os grupos amina positivamente 

carregados da quitosana podem se ligar a uma variedade de moléculas 

negativamente carregadas, como DNA e RNAs de interferência (MAO; SUN; 

KISSEL, 2010). A cationicidade da quitosana confere a ela algumas propriedades 

potencialmente interessantes na cicatrização de feridas tais como suas ações 

antimicrobiana e hemostática (BANO et al., 2017; KHAN; MUJAHID, 2019; 

POSTNOVA et al., 2018).  

 A atividade antimicrobiana da quitosana se dá por meio da ligação dos grupos 

amino deste polímero com a superfície negativamente carregada de vários 
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microrganismos. Esse evento resulta no extravasamento dos constituintes 

intracelulares do microrganismo afetado e consequente morte celular (Figura 11) 

(GANAN; CARRASCOSA; MARTÍNEZ-RODRÍGUEZ, 2009). Exemplos de estruturas 

com carga negativa e que podem se ligar a quitosana são os lipopolissacarídeos, 

presentes nas bactérias Gram negativas e o ácido teicoico, presente nas bactérias 

Gram positivas (RAAFAT et al., 2008).  

 

FIGURA 11 – MECANISMOS DE AÇÃO ANTIMICROBIANA DE BIOMATERIAIS CONSTITUÍDOS 

POR QUITOSANA. As cargas positivas conferidas pelos grupos amino da quitosana permitem que os 

biomateriais constituídos por este polímero se liguem à microorganismos que possuem carga 

superficial negativa. Essa ligação causa vários distúrbios na superfície da célula, como danos na 

parede celular, fragmentação do DNA, entre outros. A somatória destes eventos perturbadores da 

homeostasia do microorganismo afetado leva à morte celular do mesmo. 

 

 

Fonte: Adaptado de (RIAZ RAJOKA et al., 2019). 

 

Estudos já demonstraram a atividade antimicrobiana da quitosana em 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli (PARK et al., 2018) e Pseudomonas 

aeruginosa (BANO et al., 2017). Além da atividade antimicrobiana que a quitosana 

exerce, esta ainda pode ser aumentada com a adição de outras fármacos à 
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formulação. Como exemplo, podemos citar a adição de vancomicina e daptomicina a 

filmes de quitosana, preparos que se mostraram bons candidatos para o tratamento 

de infecções adquiridas após fraturas ósseas (SMITH et al., 2010; ZHAO et al., 

2014).  

 A atuação da quitosana na hemostase ocorre devido à interação dos grupos 

amina deste biopolímero com as cargas negativas das plaquetas e dos eritrócitos. O 

caráter aniônico destas células é conferido pelo ácido siálico, nas plaquetas, e pela 

fosfatidilcolina, nos eritrócitos. Essa interação promove a agregação plaquetária e 

consequente formação de coágulos, interrompendo ou evitando hemorragias (Figura 

12). Quanto maior for o grau de desacetilação da quitosana maior será, portanto, o 

seu potencial para interagir com plaquetas e hemácias, devido ao maior número de 

grupamentos amina disponíveis (Millner et al. 2009; Gu et al. 2016; Khan & Mujahid 

2019). Adicionalmente, a quitosana aumenta a atividade das células inflamatórias e 

ativa os fibroblastos, que irão formar uma nova matriz de colágeno no local onde o 

dano tecidual ocorreu (BEANES et al., 2003; PARK et al., 2018). 

 

FIGURA 12 – MECANISMO HEMOSTÁTICO DA QUITOSANA. A figura ilustra uma ferida sendo 

tratada com curativo cujo principal constituinte é a quitosana. As cargas positivas da quitosana ligam-

se às cargas negativas das plaquetas e hemácias auxiliando o processo de coagulação e formação 

do tampão plaquetário. 

 

Fonte:  Adaptado de (Biotextiles 2017. Hemostatic Wound Dressings). 
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 A ação antifúngica da quitosana também já foi descrita. Sabe-se que fungos 

que possuem ácidos graxos livres e poli-insaturados em sua membrana são 

sensíveis à quitosana. Nestes, ela atua aumentando o estresse oxidativo intracelular 

levando à permeabilização da membrana e consequente morte. Exemplos de fungos 

sensíveis à ação antifúngica da quitosana são C. albicans, S. cerevisiae e N. crassa 

(Lopez-Moya & Lopez-Llorca 2016; Felipe et al. 2018). A ação antimicrobiana e a 

ação antifúngica presentes em um mesmo composto conferem à quitosana uma 

natureza única que eleva seu potencial para ser utilizada no tratamento de feridas 

(BANO et al., 2017). Há ainda a expectativa de que a quitosana tenha ação biocida 

podendo ser utilizada como agente de controle parasitário contra Lernaea 

cyprinacea, parasita frequentemente encontrado em peixe-dourado (Carassius 

auratus) (ABU-ELALA; ATTIA; ABD-ELSALAM, 2018). 

 O processo de degradação da quitosana ocorre principalmente pela ação da 

lisozima, enzima presente nos fluidos e tecidos do corpo humano (PARK et al., 

2018). Sabe-se que esse processo ocorre primeiramente no plasma, células 

hepáticas, rins e urina (Onishi & Machida 1999; Naveed et al. 2019). A 

mucoadesividade é outra característica promissora da quitosana, também conferida 

pelo seu caráter catiônico. A quitosana pode se aderir a mucinas e a proteínas 

glicosiladas aniônicas encontradas em altas concentrações nas superfícies mucosas 

(JENNINGS et al., 2015; KARN et al., 2011) fazendo com que esse biopolímero seja 

cada vez mais utilizado em diversas áreas da saúde (ortopedia, odontologia, 

oftalmologia) e, principalmente nos processos de cicatrização de feridas (BANO et 

al., 2017).  

 Os monômeros da quitosana também atuam aumentando a síntese de ácido 

hialurônico e auxiliando a deposição ordenada de colágeno no local da ferida. Além 

disso, ela promove a ativação de macrófagos favorecendo o recrutamento destas 

células que irão interromper a atividade anormal de crescimento. Essas ações 

resultarão em menor tempo para cicatrização bem como prevenção da formação de 

cicatriz (RIBEIRO et al., 2009). Por fim, pode-se dizer que a quitosana é um 

biomaterial com potencial para ser utilizado como terapia no tratamento de feridas 

crônicas em pacientes diabéticos, questão que ainda é um desafio para a saúde 

pública. 

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a atuação das nanopartículas de 

quitosana na cicatrização de feridas, utilizando o rato como modelo animal para a 
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DM (RIBEIRO et al., 2020). Considerando as potenciais propriedades cicatrizantes 

da melatonina, já citadas anteriormente, supomos que a adição desta molécula a 

nanopartículas de quitosana resultaria em um sistema promissor para também ser 

avaliado acerca de seu potencial na cicatrização dessas feridas. 
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 2 JUSTIFICATIVA 
 
 Há uma variedade de medicamentos disponível no mercado para o 

tratamento de feridas em pacientes diabéticos (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; 

VEVES, 2014; DINH; ELDER; VEVES, 2011). Além disto, há muitas pesquisas com 

diferentes compostos em desenvolvimento visando melhorar o processo de 

cicatrização dessas feridas (AIJAZ et al., 2015; AZEVEDO et al., 2016; LIMA et al., 

2012; RIBEIRO et al., 2020). Apesar disso, estudos em busca de terapias mais 

eficazes e acessíveis são necessários, já que a dificuldade de cicatrização de feridas 

em indivíduos com diabetes ainda gera a necessidade de ações extremas como a 

amputação de membros acometidos por estas lesões (JUPITER et al., 2015; VAN 

NETTEN; BABA; LAZZARINI, 2017). 

 A versatilidade da quitosana somada às suas características promissoras no 

processo de cicatrização e as amplas propriedades benéficas da melatonina já 

inspiraram pesquisadores a unir estes dois compostos para serem utilizados em 

diferentes fins como o tratamento de câncer (KUMAR YADAV et al., 2017), 

atenuação da toxicidade de medicamentos (GHASSEMI-BARGHI, 2018) e para 

melhorar o processo de cicatrização (BLAŽEVIŠ et al., 2016; ROMIŠ et al., 2016). 

No entanto, até o momento não há na literatura relatos de estudos com 

nanopartículas de quitosana e melatonina no tratamento de feridas em diabéticos.  

 Em  sistema nanoparticulado carreador de melatonina, composto por lecitina 

e quitosana (HAFNER et al., 2009) verificou-se que a mucoadesividade, conferida 

pela quitosana, se manteve nesse sistema. Além disso, a integração da melatonina 

a sistemas carreadores de fármacos já mostrou ser capaz de driblar obstáculos 

como a fotoestabilidade (TURSILLI et al., 2006) e a meia-vida plasmática curta desta 

molécula (KUMAR YADAV et al., 2017). Apesar de dados sobre as nanopartículas 

de lecitina e quitosana contendo melatonina influenciarem positivamente o processo 

de cicatrização em feridas saudáveis (BLAŽEVIŠ et al., 2016), não há relatos de 

testes in vivo, em feridas de indivíduos portadores da DM. 

 Este estudo apresenta, pela primeira vez, um ensaio in vivo, utilizando o rato 

como modelo experimental para diabetes, objetivando esclarecer se a melatonina 

encapsulada em nanopartículas de quitosana e lecitina pode interferir positivamente 

na cicatrização de feridas neste animal. As informações geradas serão relevantes 

para o avanço nesta linha de pesquisa.
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 3  OBJETIVOS 

 
3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o efeito de uma formulação de nanopartículas de lecitina e quitosana 

encapsulando melatonina na cicatrização de feridas em ratos diabéticos.  

 3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 3.2.1 Preparar um sistema de nanopartículas mistas de quitosana e lecitina 

contendo a melatonina;  

 3.2.2 Caracterizar as nanopartículas produzidas em relação ao tamanho, 

índice de polidispersão, potencial zeta e percentual de encapsulação da melatonina; 

 3.2.3 Avaliar a toxicidade das nanopartículas produzidas em modelo 

experimental Galleria mellonella; 

 3.2.4 Padronizar o protocolo de indução de diabetes em ratos Wistar 

utilizando estreptozotocina; 

 3.2.5 Comparar macroscopicamente e microscopicamente os efeitos das 

formulações preparadas no tratamento de feridas em ratos diabéticos. 
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4 CONCLUSÕES 

  

 No presente estudo, foram produzidas nanopartículas mistas de quitosana e 

lecitina, com e sem melatonina encapsulada. As nanopartículas contendo 

melatonina apresentaram tamanho médio de  160 ± 4,45 nm, índice de polidispersão 

de  0,220    e potencial zeta de     25,0 ± 0,57 mV. O percentual de encapsulação da 

melatonina nestas partículas foi de 27%. As nanopartículas vazias, sem melatonina, 

apresentaram  tamanho médio de 207,63 ± 14,61   nm, índice de polidispersão de      

0,193 e potencial zeta de 25,97 ± 1,13 mV. 

 Utilizando o modelo experimental Galleria mellonella, avaliou-se a toxicidade 

das nanopartículas produzidas e verificou-se que a sobrevivência larval foi 13,33% 

maior no grupo tratado com a melatonina encapsulada nas nanopartículas, que 

naquele tratado com a molécula livre. Os resultados indicaram que a toxicidade da 

melatonina livre pode ser reduzida quando encapsulada nas nanopartículas 

produzidas neste estudo. 

 Por fim, avaliou-se o efeito das formulações contendo as nanopartículas 

mistas de quitosana e lecitina, com e sem melatonina encapsulada, na cicatrização 

de feridas em modelo animal para diabetes. Verificou-se que ambas formulações 

favoreceram a cicatrização. No entanto, a formulação contendo as nanopartículas 

com melatonina mostrou maior eficácia por estimular eventos importantes como a 

deposição de colágeno e a proliferação de vasos sanguíneos.  

 Desta forma, consideramos as nanopartículas de quitosana e lecitina 

contendo melatonina um sistema promissor para ser utilizado no tratamento de 

feridas em indivíduos portadores da DM. No entanto, mais testes são necessários a 

fim de obter um produto final com os melhores parâmetros possíveis. 
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