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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas em diabéticos é um problema mundial que pode causar
desde complicacdes simples a danos graves para a saude do paciente como
amputacdes dos membros comprometidos e até mesmo levar a morte. Este trabalho
teve como objetivo produzir nanoparticulas de lecitina e quitosana contendo
melatonina (MEL-NP) e avaliar uma formulacao tépica contendo essas particulas
para cicatrizacdo de feridas em modelo animal para diabetes. Para a producdo das
nanoparticulas, uma solucédo etandlica contendo lecitina de soja e melatonina foi
injetada diretamente em uma solucdo aquosa de quitosana sob sonicacdo. As
nanoparticulas produzidas foram avaliadas quanto as suas caracteristicas fisico-
quimicas e quanto a toxicidade utilizando o modelo Galleria mellonella. As MEL-NP
apresentaram tamanho e potencial zeta em torno de 160 nm e 25 mV,
respectivamente. A eficiéncia de encapsulacdo da melatonina nas nanopatrticulas foi
de 27%. As feridas tratadas com MEL-NP apresentaram reepitelizacdo anterior aos
demais tratamentos avaliados, o que indica que essas nanoparticulas contribuiram
para o processo de cicatrizacdo. Além disso, as MEL-NP alcancaram o efeito
terapéutico pretendido, pois foram capazes de induzir a proliferacéo de fibroblastos e
a angiogénese. Observou-se também uma deposicdo expressiva de coldgeno 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 cicatriza¢do de feridas em individuos diabéticos.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Diabetes. Cicatrizagdo. 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 agueous 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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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS
1.1.1 Aspectos gerais da diabetes mellitus

A diabetes mellitus (DM) € uma sindrome constituida por um grupo de sinais e
sintomas crénicos causados pela hiperglicemia (TUOMI et al., 2014) e pode ser
considerada como um agravo de saude de abrangéncia mundial, afetando individuos
de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (ZIMMET et al., 2016). As formas
mais comuns da DM sdo 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 diagnéstico da DM compreendem trés testes. Sao
eles: (1) avaliacdo dos niveis de glicose plasmatica em jejum de 8 horas, (2) teste
oral de tolerancia a glicose, e (3) avaliacdo dos niveis de hemoglobina glicada. E
considerado diabético o individuo que apresentar valores = 126 mg/ dL (7,0 mmol/ L)
no teste para avaliar os niveis de glicose plasmatica em jejum; = 200 mg/ dL (11,1
mmol/ L) no teste oral de tolerancia a glicose; e = 48 mmol/ mol no teste da
hemoglobina glicada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019; REPORT;
CONSULTATION, 2011; WHO/IDF, 2006). A avaliacdo dos niveis de hemoglobina
glicada pode indicar hiperglicemia crbnica, apesar de ndo atestar diretamente altos
niveis de glicose plasmética (Bonora & Tuomilehto 2011). Considera-se o teste oral
de tolerancia a glicose mais preciso que a avaliacdo da glicose plasmaética de jejum
e dos niveis de hemoglobina glicada (KIM et al., 2016). No entanto, valores acima de
200 mg/ dL no teste de tolerancia oral a glicose podem indicar tolerancia a glicose
diminuida, ndo caracterizando a DM. Assim, para o diagndstico correto da DM, o
ideal é que sejam utilizados mais de um dos testes recomendados (KHAN et al.,
2019).

O carater cronico da doenca exige cuidados médicos intermitentes, bem como
o controle dos niveis da glicemia. Além disso, a fim de evitar complicacdes de médio
e longo prazo, portadores da DM devem evitar habitos como tabagismo e ingestéao
de alcool, realizar exercicios fisicos regularmente e manter uma dieta saudavel e
equilibrada (Melmer & Laimer 2016). Todos esses cuidados s&0 necessarios por que
a hiperglicemia crénica nao tratada pode, a longo prazo, trazer graves danos ao
organismo causando até mesmo faléncia de érgdos. Olhos, rins e coracdo sdo os

principais Orgaos afetados, mas, os distarbios no metabolismo de carboidratos,
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lipideos e proteinas decorrentes deste quadro cronico 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 salde publica do século
XXl (INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019). A cada dois anos, a
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) atualiza os dados referentes a
prevaléncia e incidéncia mundiais da diabetes. As estimativas consideram adultos
entre 20 e 79 anos e incluem as DM tipo 1 e tipo 2, diagnosticadas e néao-
diagnosticadas. Segundo a IDF, em 2019 haviam 463 milhdes de pessoas
portadoras de DM (Figura 1), indicando uma prevaléncia mundial da doenca de
9,3%. Dentre essas pessoas, 111,3 milhdes tinham entre 65 e 79 anos e 351,7
milhdes tinham entre 20 e 64 anos. A estimativa € de que 578 milhdes de individuos
estardo diabéticos em 2030 e 700 milhdes em 2045 (INTERNATION DIABETES
FEDERATION, 2019). A prevaléncia da diabetes é mais baixa em adultos que estéo
entre os 20 e 24 anos (1,4%) enquanto, em idosos com idade entre 75 e 79 anos,
esse numero aumenta consideravelmente (19,9%). Considerando toda a faixa etaria
analisada (individuos entre 20 e 79 anos), a prevaléncia da diabetes em mulheres é
ligeiramente menor em relagcdo aos homens, sendo 9,0% e 9,6% respectivamente
(INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019).

Apesar dos nameros serem alarmantes ha indicadores de que estes ainda
estdo subestimados. Isso se deve ao fato de que pouquissimos paises em
desenvolvimento tém dados nacionais confiaveis acerca da prevaléncia e
distribuicdo da DM, devido a falta de diagndstico (ZIMMET et al., 2016). Estimou-se
que em 2019, 50,1% dos individuos portadores da DM néo sabiam que tinham a
doenca (DALL et al., 2014). Esse cenario prejudica os sistemas de saude, que terdo
custos maiores a longo prazo (DALL et al., 2014), e dificulta os estudos acerca da

prevaléncia e incidéncia da DM.
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FIGURA 1 — NUMERO TOTAL ESTIMADO DE ADULTOS (20 A 79 ANOS) COM DIABETES EM
2019. Estados Unidos da Ameérica, india e China apresentam a maior quantidade de adultos
diabéticos, na faixa etaria analisada (= 20 milhdes). O Brasil encontra-se na faixa anterior, possuindo
entre 10 e < 20 milhdes de habitantes portadores da diabetes. Paises considerados de média e baixa
renda concentram juntos a maioria da populacdo mundial (79,4%) portadora desta sindrome.

wm — <100 mil y
m — 100 - < 500 mil 7
[ 500 mil - < 1 milhao

— 1-<10 milhoes
B — 10 - <20 milhoes

M — > 20 milhdes
Il — Dados nao estimados

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

A guestdo da escassez de dados acerca da prevaléncia da DM em paises em
desenvolvimento estd, aos poucos, se tornando melhor. Em 2015, Makaroff e Cavan
relataram que apenas 57% dos paises possuiam levantamentos de prevaléncia da
DM de alta qualidade (Makaroff & Cavan 2015). Apesar disso, o ultimo levantamento
da IDF contou com dados nacionais de 65% dos paises, todos atendendo aos
critérios de inclusdo estabelecidos. Os paises restantes (35%) tiveram suas
estimativas calculadas com base em dados da prevaléncia em paises semelhantes
em termos de etnia, idioma, classificacdo de renda per capita e proximidade
geografica INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019).

Dados acerca da incidéncia mundial da DM sdo ainda mais escassos, pois
requerem mais estudos que aqueles necessarios para estimar dados sobre
prevaléncia. No entanto, a avaliacdo da incidéncia é extremamente necessaria para

se entender se o risco da populacdo de desenvolver DM esta mudando ao longo do
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tempo (INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019). Em revisdo sistematica
sobre a incidéncia da diabetes (total e DMT2) publicada em 2019, foi relatado que,
entre 2006 e 2014, 27% da populacdo investigada tiveram incidéncia estavel da
doenca. Observaram também que 36% apresentaram declinio, enquanto outros 36%
tiveram um aumento na incidéncia da DM. O estudo, no entanto, ilustra a
problemética da escassez de dados epidemiolégicos mundiais acerca da DM, ja que
apenas 19% da populacdo incluida no estudo era néo-europeia e 4% pertencia a
paises de média ou baixa renda (MAGLIANO et al., 2019).

Outro desafio é avaliar taxas de mortalidade relacionadas a DM. A utilizacao
de atestados de O&bito para essa avaliacdo € algo redundante no caso desta
sindrome, ja que pacientes portadores de DM, em geral, falecem de uma das suas
complicacbes (GOLDACRE, 1993), como insuficiéncia cardiaca e renal, doenca
cardiaca corondria, acidente vascular cerebral ou doenca renal terminal (GREGG;
SATTAR; ALI, 2016). Desta forma, nos atestados de ébito consta como causa da
morte, na maior parte dos casos, uma das complicacfes e a sindrome ndo € nem
mesmo mencionada como fator contribuinte para o 6bito (GOLDACRE, 1993). Essa
avaliacdo, no entanto, parece estar se tornando um pouco mais fidedigna a medida
que os dados coletados comecam a considerar também as mortes causadas por
complicagBes causadas pela DM em suas estatisticas. Essa conduta ja tem sido
utilizada nos levantamentos publicados pela IDF.

A estimativa mundial é de que em 2019, 4,2 milhdes de adultos tenham
morrido devido a DM e suas complicacdes e, deste total, 2,3 milh6es sdo mulheres
(Figura 2). Além disso, sabe-se que a DM esta associada com 11,3% de todos os
Obitos em pessoas adultas. Considerando adultos em fase produtiva (20 — 60 anos),
46,2% das mortes estdo associadas a DM e suas complicacdes (Figura 3)
(INTERNATION DIABETES FEDERATION, 2019).
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FIGURA 2 — PROPORCAO(%) MUNDIAL DE PESSOAS EM FASE PRODUTIVA (20 — 60 ANOS)
QUE MORRERAM POR DIABETES E SUAS COMPLICACOES EM 2019. A Africa concentra a
propor¢cdo mais alta de mortes em adultos dentro da faixa etaria analisada, tendo uma média de
73,1% para todos os paises. Em ordem crescente, 0s cinco paises com maior proporcao, todos
pertencentes a Africa, sdo: Zimbabue (86,4%); Swatini (87,7%); Uganda (88,0%), Quénia (88,4%) e
Mocambique (91,1%). A regido europeia possui 0s nimeros mais baixos. De todas as mortes
causadas pela diabetes nesta regido, apenas 31,4% ocorreram em pessoas em fase produtiva. Em
ordem crescente, 0s paises que possuem as propor¢des mais baixas sdo: Japao (15,8%), Macedodnia
do Norte (15,8%), Eslovaquia (17,3%), Sérvia (17,7%) e Bulgéria (17,9%).

- <20% ¥
B—- 20-<40% ®
W 40-<60%
— 60 -<80%
M- 280%
W — Dados nao disponiveis

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

FIGURA 3 — NUMERO DE MORTES EM ADULTOS CAUSADAS POR DIABETES E SUAS
COMPLICACOES, POR IDADE E SEXO, EM 2019. Figura. 3 Nimero de mortes em adultos
causadas por diabetes e suas complicagdes, por idade e sexo, em 2019. As mortes associadas a
diabetes ocorrem em maior propor¢do em mulheres (2,3 milhdes em 2019) que em homens (1,9
milhdes em 2019). Nas mulheres, os maiores nimeros se concentram na faixa etaria de 60-79 anos
enquanto que nos homens a faixa etaria de 50-69 anos € a que concentra 0s maiores nimeros.

800,000
700,000
600,000
500,000
400,000
300,000
200,000
100,000

BMulher
BHomem

Mortes

0
20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79
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Fonte: Adaptado de Internation Diabetes Federation (2019, p.54).
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1.1.3 DMT1 e DMT2

A DMTL1 é uma das doencas crénicas mais comuns na infancia (GALE, 2005)
e a manifestacdo dos sintomas classicos da doenca ocorre entre 0os 5 e 7 anos de
idade e também na puberdade (HARJUTSALO; SJOBERG; TUOMILEHTO, 2008).
Sao eles: polidria, polidipsia e perda de peso, além da cetoacidose que ocorre em
cerca de um terco das criancas 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 diagnéstico correto é
mais complicado, haja vista esta faixa etaria apresentar sintomas semelhantes
agueles da DMT2 (LYNAM et al., 2020).

O desenvolvimento da DMT1 é um processo considerado autoimune, que
envolve fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (ACHARJEE et al., 2013).
Neste tipo de DM ocorre uma deficiéncia na secre¢cdo de insulina causada pela
destruicdo das células (- pancreaticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2018) e, como consequéncia, torna-se necessario a administracdo exdégena desse
horménio. Em criancas, o curso da DMT1 desenvolve-se mais rapidamente quando
comparado aos adultos, nos quais a destruicdo das células - pancreaticas ocorre
lenta e progressivamente (Figura 4).

Diagnosticar a DMT1 é algo complexo, pois hdo ha um sinal clinico que
caracterize perfeitamente este subtipo da sindrome ou que o distinga dos outros
subtipos da DM (DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). O diagnéstico da
DMT1 depende da andlise cuidadosa dos fatores de risco relacionados a este
subtipo juntamente com caracteristicas fisicas do paciente, como idade e indice de
massa corporal. Além disso, considera-se também a analise de biomarcadores,
como autoanticorpos contra proteinas especificas das células B-pancreaticas
(SHIELDS et al.,, 2015). Cerca de 90% das pessoas diagnosticadas com DMT1
apresentam niveis mensuraveis destes autoanticorpos, a exemplo anti-insulina, anti-
Znt8, anti-ilhota e anti-tetraspanina 7 (MCLAUGHLIN et al., 2016).
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FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PERDA LENTA E PROGRESSIVA DA
MASSA DE CELULAS B-PANCREATICAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA DMT1. O
processo envolve predisposicdo genética e autoimunidade com consecutivos distlirbios no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. Seguidamente, ha a deficiéncia progressiva de

secrec¢do de insulina gerando um quadro de pré-diabetes e, finalmente, diabetes evidente.
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Fonte: Adaptado de (Skyler 2004, p. 4114).

A DMT2 é a forma de DM presente na maior parte dos individuos acometidos
por esta sindrome (90 a 95% dos casos) (SBD, 2015). Na DMT2 ocorre deficiéncia
de insulina causada por disfuncdo da célula B-pancreatica e por resisténcia
insulinica em 6rgaos alvo (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017), como figado e
coragdao (PANDEY; CHAWLA; GUCHHAIT, 2015). Um dos mais importantes
desafios da DMT2 é a baixa responsividade das células B-pancreéticas 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 B-pancreaticas ja 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 resisténcia a insulina esta fortemente relacionado a
fatores como ma alimentacdo, sedentarismo e, principalmente, obesidade. A
producdo continua de glicose € uma das principais fun¢des do figado e é regulada
pela insulina (TAYLOR; AL-MRABEH; SATTAR, 2019). O habito de se ingerir
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calorias em excesso leva, ao longo do tempo, a esteatose hepatica que, por sua vez,
desenvolve resisténcia a insulina. A produgéo continua de glicose pelo figado causa
um pequeno aumento nos niveis da glicose plasmatica em jejum, desencadeando
um aumento na producao de insulina. Concentracfes de insulina acima das taxas de
normalidade, por sua vez, estimulam a conversao de carboidratos em gordura, e
assim, um ciclo vicioso é estabelecido (TAYLOR, 2008).

As células B-pancreaticas também podem ter sua funcdo prejudicada pelo
excesso de gordura no figado. Sabe-se que esse acumulo pode aumentar a
absorcdo de gordura em diversos tecidos, sendo um deles o tecido pancreatico
(TAYLOR; AL-MRABEH; SATTAR, 2019). Desta forma, apesar de fatores genéticos
estarem envolvidos na patogénese 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 niveis de glicose precisam
ser monitorados e mantidos o mais préximo possivel dos niveis normais. Para isso
sdo necessarias mudancas no estilo de vida, como a adocdo de uma alimentacéo
saudavel, pratica regular de exercicios e perda de peso. Em alguns casos, essas
mudancas nao sao suficientes para serem mantidos os niveis de glicose em
parametros adequados. Quando isso ocorre, a administracdo de medicamentos é
indicada e, se necessario, de insulina exdgena (VIGGIANO, 2007; VIJAN, 2015).
Realizar o tratamento e acompanhamento da DMT2 é de extrema importancia ja que
esta sindrome pode gerar complicacdes secundarias graves, principalmente, as
cardiopatias (GO et al., 2014; PANDEY; CHAWLA; GUCHHAIT, 2015).

Em suma, a DM é uma sindrome que, na maioria das vezes, gera Ssérias
complicacBes que vao se acumulando ao longo do curso patolégico da doenca,
diminuindo cada vez mais a qualidade de vida do portador. A doenca arterial
periférica € uma das cardiopatias mais comuns em diabéticos (INTERNATION
DIABETES FEDERATION, 2019) e, além dessas, outras complicacdes frequentes
sado a retinopatia, nefropatia (que pode vir acompanhada da necessidade de
realizacdo de didlises ou, até mesmo, de transplante renal), neuropatias sensorial
periférica e autonémica (BOULTON, 2013; JUPITER et al., 2015) e a formacéao de

Ulceras cronicas, em geral nos membros inferiores (BOULTON, 2013).
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1.1.4 Complicacdes da DM: a problematica da cicatrizacao

A formacao de ulceras crénicas em pacientes diabéticos é resultado de uma
combinacéo de fatores de risco caracteristicos da DM (BOULTON, 2013). Varios séo
esses fatores, que podem ser agrupados em trés categorias: alteracoes
patofisiologicas, deformidades anatdomicas e influéncias ambientais (DINH; VEVES,
2005). Os membros inferiores, principalmente os pés, sdo os locais em que essas
feridas sdo mais frequentes (PATEL et al, 2019) sendo responsaveis,
mundialmente, por aproximadamente 50 a 70% das amputagdes desses membros.
(VIJAYAKUMAR et al., 2019).

A patofisiologia da DM €é complexa e ainda ndo estd totalmente
compreendida. No entanto, sabe-se que 0 estresse oxidativo, causado por um
desequilibrio entre a producdo de radicais livres e o sistema de defesas
antioxidantes (BETTERIDGE, 2000; HALLIWELL, 1994), € um dos principais
mecanismos envolvidos na formacdo de feridas cronicas em diabéticos
(KUNKEMOELLER; KYRIAKIDES, 2017). Os radicais livres possuem importantes
funcdes fisioldgicas no processo normal de cicatrizacdo, como a producdo de
citocinas, o recrutamento celular e a angiogénese (SCHAFER; WERNER, 2008;
SEN; ROY, 2008) . Em condi¢cbes de hiperglicemia, principal caracteristica da DM,
ocorre uma producédo exacerbada dessas espécies, sendo o radical superoxido (O;")
a principal delas (GIACCO; BROWNLEE, 2010). Este radical é resultante da
oxidacdo da glicose e, em altos niveis, interfere em mecanismos envolvidos na
cicatrizagdo, como a via do poliol e da hexosamina (PATEL et al., 2019). Além disso,
0 estresse oxidativo causa danos ao DNA e estimula vias pré-oxidativas como a via
dos produtos de glicacdo final avancada e da proteina quinase C (CHUNG et al.,
2003; IGHODARO, 2018; ROLO; PALMEIRA, 2006).

A neuropatia sensorial periférica e a doenca vascular periférica, também séo
importantes alteragbes patofisiologicas que ocorrem na DM e que prejudicam o
curso normal da cicatrizagdo. (DINH; VEVES, 2005). H4 ainda o comprometimento
do sistema imunoldgico onde células inflamatérias como os neutréfilos, mondcitos e
células T apresentam-se em desreguladas. Como resultado, sdo produzidos niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e TNF-a (PATEL et al., 2019).

Na categoria das deformidades anatbmicas, a neuropatia motora e a

neuropatia de Charcot séo as duas entidades que mais contribuem para a formacao
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das deformidades nos pés (DINH; VEVES, 2005). Por fim, na categoria dos fatores
externos que levam a ocorréncia do trauma estdo inclusos eventos como friccao
causada pelo uso de sapatos inadequados, esforcos repetitivos em determinadas
partes do pé e traumas acidentais (DOSHI; MOISSINAC; HARWANT, 2001).

O processo de cicatrizacdo de uma ferida inicia-se logo apds o surgimento do
trauma e pode perdurar por anos, sendo um evento dinamico e finamente regulado
por mecanismos celulares, moleculares e humorais (Reinke & Sorg 2012). Esse
processo compreende diferentes fases até a completa reepitelizacdo (homeostase,
inflamagé&o, proliferagdo 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 plaguetas séo
ativadas e promovem a coagulagéo, seguida da conversao do fibrinogénio em fibrina
e resultando na formacédo da matriz extracelular proviséria (Blakytny & Jude 2006).
As plaquetas secretam proteinas que induzem a migracao e adesao de neutrofilos,
monacitos e de fatores de crescimento (FALANGA, 2005), dando inicio a inflamacao,
segunda fase do processo de cicatrizacdo. Nesta, os neutrdfilos realizam a limpeza
da lesdo, eliminando detritos, secretando proteases que matam bactérias presentes
no local e degradando o tecido necrosado (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).
Posteriormente, os mondcitos se diferenciam em macréfagos, que realizam a
fagocitose dos microrganismos e restos celulares presentes na lesdo, 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 inflamacdo perduram, em geral, por 72 horas
(WANG et al., 2018).

A fase inflamatéria se sobrepde a préxima fase do processo de cicatrizagao,
que € a proliferativa. Nesta, um novo tecido comeca a ser formado, constituido por
diversas células (fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais) e tecido
conjuntivo abundante. E também nesta fase que ocorre a angiogénese e a
construcdo de uma nova matriz extracelular, constituida por um tecido de granulacao
composto por proteoglicanas, acido hialurénico, colageno e elastina, e que ira
substituir o coagulo formado inicialmente (CHEN et al., 2010; PATEL et al., 2019).

O remodelamento € a ultima fase do processo de cicatrizacdo e também se
sobrepbe a fase inflamatoria (SORG; KRUEGER; VOLLMAR, 2007). As células
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envolvidas no processo de formacédo do tecido de granulagdo comecam a sofrer
apoptose até que esse tecido deixa de existir. A irrigacdo sanguinea para o local da
lesdo também diminui progressivamente. O colageno tipo Ill, produzido na fase
proliferativa, € substituido pelo colageno tipo I, com fibras se apresentando em
feixes mais organizados e espessos, resultando em um tecido cicatricial rigido e
resistente (JEFFCOATE; PRICE; HARDING, 2004; REINKE; SORG, 2012). Nesta
fase, € fundamental que haja um equilibrio entre a sintese e a degradacdo de
colageno, que ocorrem continuamente. As metaloproteinases de matriz (MMPs) séo
as enzimas responsaveis pela manutencdo desse equilibrio e também coordenam a
degradacédo de componentes n&do-colagenosos da matriz extracelular (TSOURDI E,
BARTHEL A, RIETZSCH H, REICHEL A, 2013).

FIGURA 5 — ESTAGIOS DA CICATRIZACAO NORMAL DE FERIDAS. Em cada estagio do processo
de cicatrizacao (hemostasia, inflamacao, proliferacao e remodelamento) ha tipos celulares especificos
gque atuam em eventos chave de cada etapa.

Minutos
apos >

leséo horas 3 dias 7 dias semanas anos [J Fases da cicatrizacdo
l Hemostasia [J Tipos celulares
= envolvidos em cadafase
‘ Inflamagao |
[ S I [ Eventos celulares
Plaquetas | I s durante cada fase
Neutréfilos l Remodelamento

Mondcitos/Macréfagos
Mastdcitos
Linfocitos

Macréfagos

Vasoconstrigdo Fibroblastos

Formacgo de trombos Células endoteliais
Quimiotaxia de Queratinécitos

células inflamatdrias —
Migracdo de células inflamatdrias Miofibroblastos

Controle da
infecgdo Formagdo de tecidos de granulacdo
Fibroplasia

Sintese de colageno
Angiogénese
Epitelizacao

Reticulagdo do coldgeno
Contracdo da ferida
Maturagdo cicatricial

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

Apesar de ser no remodelamento em que as MMPs exercem sua mais
importante funcao (Falanga 2005; Blakytny & Jude 2006; Pradhan et al. 2009; Baltzis
et al. 2014), pode-se encontra-las atuando desde o inicio do processo de

cicatrizacdo contribuindo na limpeza inicial da ferida, pois promovem a remocao de



25

tecidos mortos, atuando na angiogénese e na epitelizacdo durante a fase
inflamatoria (Kahari & Saarialho-Kere 1997; Tsourdi E, Barthel A, Rietzsch H,
Reichel A 2013). A atuacdo das MMPs é coordenada pelos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPSs), sendo necessario que 0s niveis dessas duas enzimas
estejam balanceados e em harmonia para que o curso da cicatrizacéo 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 apos a lesdo (TSOURDI E, BARTHEL A,
RIETZSCH H, REICHEL A, 2013).

A DM atrasa 0 processo de cicatrizacdo por acarretar prejuizos em todas
essas fases (Figura 6) (PATEL et al., 2019), levando a formacao de feridas crénicas
(EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Nestas, o curso da cicatrizacdo é
interrompido no inicio da inflamacéo e resiste a progressdo das fases seguintes
(OCHOA; TORRES; SHIREMAN, 2007). Estudos de tecidos coletados de feridas
cronicas indicam uma competicdo continua entre sinais inflamatorios e anti-
inflamatorios, gerando um desequilibrio que impede a cicatrizacdo adequada da
ferida (BEIDLER et al., 2009; EMING et al., 2010). Além disso, as disfun¢des micro e
macro circulatérias caracteristicas da DM contribuem para que a formacédo do tecido
de granulacdo seja prejudicada ou ndo ocorra, podendo levar a isquemia, outro
importante fator contribuinte na cronificacdo da ferida (ALAVI et al., 2014; DINH,;
VEVES, 2005; GALKOWSKA; WOJEWODZKA; OLSZEWSKI, 2006).

Juntamente com a isquemia, as neuropatias e infecgdes constituem as trés
principais causas de atraso na cicatrizacdo em pacientes diabéticos (BRUHN-
OLSZEWSKA et al.,, 2012; YANG et al, 2017). Nestes, a possibilidade de
desenvolvimento de uma infec¢cdo é aumentada devido aos fatores caracteristicos
da DM. Um deles é a reducdo na quimiotaxia de leucocitos (Wysocki et al. 1992;
Blakytny & Jude 2006) e migracdo inadequada de neutréfilos e macrofagos
(Delamaire et al. 1997; Blakytny & Jude 2006). Além disso, pacientes diabéticos
apresentam niveis elevados de 6xido nitrico, quadro que prejudica a atividade dos

macréfagos contra infecgdes e inibe a angiogénese (Blakytny & Jude 2006).
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FIGURA 6 — DIABETES E CICATRIZACAO. Em cada fase da cicatrizacdo ha desajustes provocados

pelas complicacdes da diabetes, como a hiperglicemia e o processo inflamatério crénico.
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Fonte: Adaptado de (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014, p. 821).

O desequilibrio das proteases e de seus inibidores constitui outro fator que
contribui fortemente para o atraso na cicatrizacdo de feridas em diabéticos (EMING;
MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Sabe-se que nestas feridas, as MMPs sdao
encontradas em altos niveis enquanto que as TIMPs estdo presentes, porém em
niveis baixos (LOBMANN et al., 2002). Esse cenario traz consequéncias prejudiciais
ao curso da cicatrizacdo como aumento da atividade proteolitica que, por sua vez,
leva a degradacado de fatores de crescimento (GREENHALGH, 2003). Desta forma,
feridas em pacientes diabéticos estdo propensas a maiores complicacdes tais como
cronificacdo, infecgbes e desenvolvimento de isquemia podendo levar a amputacao
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 progndstico para a cura
destas lesbes ainda é bastante complicado (CHELLAPPAN et al, 2017,
GREENHALGH, 2003). Atualmente, ha varias opcdes de medicamentos e curativos
para o tratamento de feridas crbnicas no mercado. No entanto, grande parte desses
produtos tem um alto custo e, considerando que o tempo terapéutico é longo, o
acesso a eles torna-se muitas vezes inacessiveis para muitos pacientes (FERREIRA

et al., 2003). Aléem disso, mesmo com todas as opcdes terapéuticas disponiveis, 0
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namero de pacientes diabéticos acometidos por Ulceras cronicas, principalmente nos
membros inferiores, cresce a cada ano (NAIR, 2018).

O desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas, com menores custos,
torna-se necessario. Como estratégia, podem ser usadas substancias que auxiliem o
organismo a melhorar a cicatrizacdo. Uma das moléculas que tém sido testadas com
este objetivo é a melatonina. Diversos estudos vém demonstrando a influéncia
positiva da melatonina na cicatrizacéo de diferentes tipos de feridas, tornando-a uma
molécula promissora para ser utilizada em novas estratégias nesta area (CROOKE
et al.,, 2015; DROBNIK, 2012; HALICI et al.,, 2010; KAYAPINAR et al.,, 2015;
PUGAZHENTHI et al., 2008; RAMIREZ-FERNANDEZ et al., 2013).

1.2 A MELATONINA

1.2.1 Propriedades gerais da melatonina

Derivada do triptofano, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma
indolamina constituida 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 € rico em elétrons com alta estabilidade de ressonéancia e
eletroreatividade conferindo a melatonina uma de suas principais caracteristicas que
€ a capacidade de captar de radicais livres (POEGGELER et al., 1993; TAN et al.,
2002). Os grupos 5-metoxi e 3-aminoacetil estédo conectados nas posigdes C5 e C3
do heterociclo indol da molécula, respectivamente, sendo também importantes na
captacdo de radicais livres e na determinacdo das caracteristicas fisicas da
melatonina (TAN et al., 2002). S&do esses grupos que tornam a melatonina uma
molécula anfifilica, com altas lipofilicidade e hidrofobicidade, algumas das
caracteristicas que permitem que ela atravesse as membranas celulares com
facilidade (TAMURA et al., 2012).

Uma das principais fun¢cdes da melatonina é a manutencdo do ritmo
circadiano celular (TORDJMAN et al., 2017). A sintese de melatonina na glandula
pineal é controlada pela exposicdo dos olhos a luz (SHARMA et al.,, 2015). As
informacdes sobre periodo e intensidade dessa exposi¢cdo séo transmitidas para a
glandula pineal por meio do nucleo supraquiasmatico do hipotalamo (BRZEZINSKI,
1997), que realiza a sincronizagdo do ciclo claro-escuro (Singh & Jadhav 2014).
Assim, a sintese de melatonina é inibida durante o dia, e estimulada durante a noite

(SHARMA et al., 2015). Por este motivo, a concentracdo da melatonina no plasma
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de mamiferos € varidvel; as concentragdes noturnas se encontram entre 80 e 100
pg/ mL, enquanto as concentracdes diurnas sao bem menores, entre 10 e 20 pg/ mL
(Figura 8) (SIMONNEAUX, 2003).

FIGURA 7 — ESTRUTURA QUIMICA DA MELATONINA. Os grupos 5-metoxi e 3-aminoacetil estéo
conectados nas posicdes 5 e 3 do heterociclo indol da molécula, respectivamente.

CH,O CH,— CH,— NHCO — CH3;

Fonte: TAN et al., 2002

Devido aos seus efeitos sedativos nos seres humanos (BURCHAKOV;
USPENSKAYA, 2019; KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015a) e a sua
eficiéncia no tratamento de alguns distirbios do sono, a melatonina também é
chamada de “hormdnio do sono”(KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK, 2015a). Esta
denominacédo, no entanto, € correta apenas quando se trata de espécies diurnas,
uma vez que em doses fisioldgicas, ndo € capaz de promover 0 SOn0 em animais
noturnos quando estes estdo despertos (KUMAR JHA; CHALLET; KALSBEEK,
2015b). Isso ocorre porque a melatonina € uma excecao ao esquema de reversao
de 12 horas dos ritmos hormonais, que ocorre entre espécies diurnas e noturnas.
Mesmo em espécies com habitos noturnos, como os ratos, a melatonina é secretada
pela glandula pineal durante o periodo escuro astrondmico (Figura 8) (Pevet &
Challet 2011).

A melatonina é considerada um hormonio neuroenddécrino e imunomodulador
devido a sua capacidade de estimular monaocitos e citocinas. Assim, pode influenciar
na proliferacdo de fibroblastos, interferir positivamente na angiogénese e, por seu
efeito antioxidante, possuir também propriedades antiinflamatérias (ALLEGRA et al.,
2003; RAMIREZ-FERNANDE?Z et al., 2013; REITER et al., 2006, 2009; RODRIGUEZ
et al., 2004; TAN et al., 2003). Além disso, a melatonina contribui com a manutencao
da saude do sistema 6sseo, pois promove a diferenciacdo de osteoblastos e atua
limitando a atividade dos osteoclastos (YILDIRIMTURK et al., 2016).
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A caracteristica lipofilica da melatonina permite que ela seja capaz de
permear a membrana celular sem a necessidade de se ligar a receptores
especificos, portanto, € considerada uma molécula que pode atuar
independentemente (TAROCCO et al.,, 2019). No entanto, a melatonina também
atua via receptores, que se localizam na superficie das células (REPPERT et al.,
1995) e pertencem a uma familia de proteinas conhecida como ‘receptores
acoplados a proteina G’ (VON GALL; STEHLE; WEAVER, 2002). Existem dois
receptores especificos 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 CONCENTRAQC)ES PLASMATICAS DE MELATONINA.
Em (A), o pico de concentracdo da melatonina, que ocorre entre 1h e 3h, é representado. O periodo
de escuriddo esta marcado em cinza. Em (B), observa-se que o perfil de liberagdo da melatonina é o
mesmo em espécies diurnas e noturnas, ocorrendo durante a noite, representada pela barra

preenchida por preto, no eixo x.
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Além de atuar via receptores especificos ou independente, a melatonina tem
a capacidade de estimular receptores especificos de outras moléculas. J& foi
demonstrado que os receptores da insulina e os receptores do fator de crescimento
semelhante a insulina, ambos com alto grau de homologia, podem ser estimulados
pela melatonina. Desta forma, esta indolamina interfere também na regulacdo do
crescimento e diferenciacdo de células p-pancreaticas, por exemplo, via receptores
nao-especificos (PICINATO et al., 2008).

1.2.2 A melatonina e o seu potencial na cicatrizagéo

Ja se sabe que a melatonina interfere em diferentes fases da cicatrizacdo. Na
fase inflamatoria, ela atua regulando alguns alvos farmacol6gicos, como a
ciclooxigenase-2 e a Oxido nitrico-sintase induzida, e algumas citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-a (Lin & Karin 2003; Pourhanifeh et
al. 2019). Na proliferacdo e migragao celular, a melatonina atua positivamente ao
ativar a via de sinalizacdo 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 niveis de
expressdo do fator de transcricdo relacionado ao runt2, gene essencial na
diferenciacdo de osteoblastos e que estimula diretamente a producédo de colageno
tipo | (PARK et al., 2011; VIRDI et al., 1998).

Alcancar o objetivo desejado ao empregar a melatonina no tratamento de
feridas requer a avaliacdo prévia de varios fatores, como a dose a ser aplicada e as
caracteristicas 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 cicatrizacdo de feridas incisionais. As
analises histolégicas realizadas neste estudo mostraram que as fibras de colageno
presente nas feridas tratadas com melatonina foram semelhantes as fibras de
colageno de uma pele intacta (PUGAZHENTHI et al., 2008).

Uma das propriedades da melatonina que favorece o processo de
cicatrizacdo é o seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante da melatonina
deve-se provavelmente a duas acgOes principais desempenhadas por esta
indolamina: estimulacdo da superoxido dismutase, uma metaloenzima antioxidativa
e inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase (Poeggeler et al. 1993; Reiter et al. 2000,
2001; Cuzzocrea & Reiter 2001).
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As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas no processo de
cicatrizacdo. No entanto, a producdo em excesso destas moléculas pode prejudicar
e/ ou inibir este processo (NIETHAMMER et al., 2009). Quando as espécies reativas
de oxigénio estdo presentes em excesso, ocorre senescéncia dos fibroblastos, além
de interferir de modo negativo na sua contracdo (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 angiogénese é outro processo de crucial importancia na cicatrizacdo e
também influenciado pela melatonina (PUGAZHENTHI et al., 2008). Administragdes
intradérmicas de melatonina favorecem a formacéo de novos vasos sanguineos ao
influenciar os niveis de moléculas envolvidas nesse processo. Um exemplo é o fator
de crescimento endotelial vascular, 0 mais importante na angiogénese, que tem sua
concentracdo aumentada durante a administracdo de melatonina. Ja foi
demonstrado que, durante o tratamento com melatonina, os niveis deste fator de
crescimento comecam a aumentar no primeiro dia apos a leséo e atingem o pico no
sétimo dia (PUGAZHENTHI et al., 2008).

Em modelo experimental de privacdo de melatonina utilizando ratos
pinealectomizados observou-se que o processo de cicatrizacdo foi significativamente
mais lento em comparacdo aos animais ndo submetidos a pinealectomia
(BESKONAKH et al., 2000; OZLER et al., 2010). Além disso, o retardo no tempo de
cicatrizacdo foi revertido quando os animais pinealectomizados receberam
melatonina (Beskonakh et al. 2000; Drobnik & Dabrowski 2000). O beneficio da
melatonina na cicatrizacdo ja tem sido apresentado até mesmo em ensaios de
cicatrizacdo de feridas epiteliais na cornea. Foi demonstrado que neste tipo de ferida
a taxa de cicatrizacdo destas feridas em coelhos tratados apenas com solugéao
salina foi de aproximadamente 75 pm/ hora. Ja em coelhos com o mesmo tipo de
leséo e tratados com aplicacdo de dose Unica de melatonina sobre as feridas (10 nm
em 10 mL) tiveram sua taxa de cicatrizagdo expressivamente aumentada para 110
pm/ hora (CROOKE et al., 2015).

A dificuldade na cicatrizacdo de feridas, um dos maiores problemas
decorrentes das complicagbes da diabetes, confere um estimulo adicional aos
estudos com melatonina envolvendo esta doencga. Song e colaboradores, em 2016,

mostraram que queratindcitos cultivados com altos niveis de glicose diminuiam a
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expressdo de RNA mensageiro de citocinas pré-inflamatérias, quando tratados com
melatonina (SONG et al., 2016). Neste mesmo estudo, foi observado também que o
tratamento com melatonina reduziu 0 estresse oxidativo nos queratindcitos
cultivados com excesso de glicose. Por fim, estes queratindcitos tiveram sua
proliferagcdo e migracdo aumentadas pela melatonina e ainda tiveram as taxas de
apoptose reduzidas (SONG et al., 2016).

Em outro estudo recente envolvendo diabetes e cicatrizacdo, o efeito da
melatonina foi avaliado na cicatrizacdo 6ssea de ratos diabéticos e o tratamento com
esta indolamina demonstrou efeitos histoldégicos positivos nos estagios iniciais da
cicatrizacdo. Além disso, foram avaliados niveis plasméticos 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 varios pontos favoraveis ao processo de
cicatrizacdo, apresenta algumas caracteristicas que dificultam sua utilizacdo. Entre
0s principais obstaculos para se atingir uma dose terapéutica desse horménio estédo
a sua curta meia-vida plasmatica (HARPS@E et al., 2015), sua alta sensibilidade a
oxidacao e sua baixa solubilidade (KUMAR YADAV et al., 2017). Quando o objetivo
€ utilizar a melatonina em formulacdes para uso topico, ha ainda um obstaculo
adicional, que € a fotolabilidade desta molécula (TURSILLI et al., 2006).

Além disso, a melatonina apresenta extenso metabolismo de primeira
passagem sendo a enzima CYP 1A2, pertencente a familia das enzimas do
citocromo P-450 (CYP-450), a principal responséavel por esse processo (MA et al.,
2005). As concentracfes plasmaticas de melatonina apds sua passagem pelo figado
correspondem a apenas 15% (em média) da concentracdo total produzida ou
administrada, conferindo a essa molécula uma baixa biodisponibilidade (HARPSQE
et al., 2015).

A melatonina, portanto, desempenha diversas e importantes ag¢des no
processo de cicatrizacao de feridas, como supressao da inflamacéo, atenuacéo do
estresse oxidativo, estimulo a proliferagcdo e migracdo de queratinécitos e aumento
da producdo de colageno. No entanto, a utilizacdo desta molécula para fins
terapéuticos encontra alguns obstaculos que inviabilizam sua aplicacdo
isoladamente. A integracdo da melatonina a um sistema carreador de farmacos,

como as nanoparticulas, constitui uma valiosa estratégia para transpor esses



33

obstaculos e ainda oferece possibilidades de aumentar o potencial terapéutico desta
molécula, a depender dos compostos utilizados na construcéo desse sistema.

1.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas séo particulas com diametro compreendido entre 10 e 1000
nm (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007) e s&o utilizadas como sistemas
carreadores de farmacos (RIZVI; SALEH, 2018). Um dos principais atrativos das
nanoparticulas é a sua capacidade alcancar alvos moleculares especificos,
aumentando as chances de entrega do composto ativo no local de acao pretendido
(Pandey & Khuller 2004; Nagpal et al. 2010), além de diminuir a toxicidade deste
composto livre em 6rgdos que ndo séo alvo do tratamento (DE JONG; BORM, 2008).
As nanoparticulas também promovem a liberacdo controlada de farmacos e podem
ser utilizadas como alternativas para melhorar a estabilidade e biodisponibilidade do
composto encapsulado (RIZVI; SALEH, 2018).

As nanoparticulas podem ser fabricadas com diversos materiais, entre eles,
os polimeros. Nanoparticulas poliméricas podem ser constituidas por polimeros
sintéticos, naturais ou semissintéticos (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010). O
polimero ideal para se produzir uma nanoparticula deve apresentar método de
sintese relativamente simples, ter preco acessivel, e ser biocompativel,
biodegradavel, ndo imunogénico e atoxico (Pandey & Khuller 2004).

Os polimeros naturais ou biopolimeros tém sido cada vez mais utilizados na
producdo de nanoparticulas devido as suas excelentes propriedades de
biodegradabilidade e biocompatibilidade (Sahana & Rekha 2018). S&o moléculas
organicas sintetizadas por organismos vivos e constituidas por uma sequéncia
repetida de aminoacidos, monossacarideos, nucleotideos ou ésteres mantidos por
ligacdes covalentes para formar peptideos, polissacarideos, polifenois ou poliésteres
(Sahana & Rekha 2018). Exemplos de biopolimeros utilizados na preparacdo de
nanoparticulas sao o alginato, a quitosana, a albumina e a gelatina (ZHANG et al.,
2013).

A quitosana é um dos polimeros naturais mais utilizados na preparagéo de
nanoparticulas e pode também ser utilizada para a estabilizacdo de micro e
nanoemulsdes, em que lipideos atuam como agentes emulsificantes. O
recobrimento de nanoestruturas lipidicas com a quitosana aumenta sua estabilidade

e confere a elas propriedades mucoadesivas (SONVICO et al., 2006).
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Assim como 0s biopolimeros, os lipideos também possuem grande potencial
para serem empregados na producdo de sistemas carreadores de farmacos, pois
sdo biocompativeis, biodegradaveis e seguros (GERELLI et al., 2008). A
combinacéo de fosfolipideos, que sdo negativamente carregados, com a quitosana
tem sido utilizada na producéo de nanoparticulas carreando farmacos diversos como
a insulina (LIU et al., 2016) e o tamoxifeno (agente anti-tumoral) (BARBIERI et al.,
2013). Um dos compostos lipidicos mais utilizados nestas preparacdes € a lecitina,
constituida principalmente por fosfolipideos (GERELLI et al., 2008; SONVICO et al.,
2006).

A precipitacéo eletrostatica € uma das técnicas mais utilizadas na preparacao
de nanoparticulas compostas por quitosana e lecitina (PAN et al., 2018). Nela, as
nanoparticulas sdo obtidas apés uma injecdo direta de uma solucdo alcoodlica de
lecitina em uma solugcdo aquosa de quitosana, resultando em uma estrutura auto-
organizada (GERELLI et al.,, 2008). A estrutura e morfologia destas particulas ja
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 nucleo vazio,
preenchido por solvente aquoso e rodeado por multicamadas. Estas, por sua vez,
sdo compostas por bicamadas lipidicas e as regides intercalantes contém agua e
quitosana (Figura 9) (GERELLI et al., 2008; HAAS et al., 2014; LIU et al., 2016;
SONVICO et al., 2006). O tamanho final da particula formada depende do nimero
de bicamadas lipidicas que ela possui e este numero varia conforme a propor¢éao de
quitosana e lecitina utilizada (GERELLI et al., 2008).

As nanoparticulas de quitosana tém sido produzidas e estudadas para serem
utilizadas em diversas aplicacdes. Alguns exemplos sdo as nanoparticulas 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 utilizacdo da quitosana na preparacdo de
nanoparticulas deve-se as inUmeras caracteristicas promissoras que este

biopolimero apresenta, como o potencial cicatrizante.
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FIGURA 9 - MORFOLOGIA E ESTRUTURA DE NANOPARTICULAS DE LECITINA E
QUITOSANA. Morfologia de nanoparticulas de lecitina e quitosana obtida por crio-microscopia
eletrbnica de transmissdo (A). Na imagem observa-se a presenca de particulas compostas por
estruturas multilamelares compostas por varias bicamadas circundando um nucleo vazio. llustracédo
de possivel organizagdo esquemaética das nanoparticulas de lecitina e quitosana (B). O solvente
hidrofobico utilizado na preparacdo destas nanoparticulas entrelaga-se com a lecitina formando um

nucleo hidrofébico. A quitosana encontra-se na periferia da nanoparticulas, revestindo-a.

—>e Lecitina

C> Solvente hidrofébico

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 biopolimeros mais utilizados como terapia na cicatrizagdo sé&o o
coldgeno, a celulose, a quitosana e o alginato. Estes, por possuirem potencial
antibacteriano, anti-inflamatério, ou outras acdes especificas, desempenham um
papel eficiente na cicatrizacdo. De todos estes, no entanto, poucos retnem tantas
qualidades e facilidades de preparacdo 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 crustdceos, mas esta presente
também no exoesqueleto de moluscos e insetos, além de ser sintetizada por alguns
fungos. A desacetilacdo alcalina da quitina da origem a quitosana (Figura 10), e a
diferenciacdo entre esses dois compostos é feita com base no grau de desacetilacdo
obtido. Grau de desacetilacdo superior a 50% caracteriza a quitosana, enquanto
guando este parametro é inferior a 50%, o polimero ainda é considerado quitina. A
quitosana € composta por moléculas de N-acetilglicosamina unidas por ligacbes
glicosidicas B (1-4) e uma das suas principais e relevantes caracteristicas é seu

carater cationico (Kozen et al. 2008; Croisier & Jérébme 2013; Ahmed & Ikram 2016).
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FIGURA 10 — DESACETILAGAO DA QUITINA EM MEIO CONTENDO HIDROXIDO DE SODIO.
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Fonte: Adaptado de (Rhoades & Rastall 2015, p. 543).

O grau de desacetilacdo da quitosana €é extremamente relevante na
determinacdo das propriedades fisico-quimicas e biol6gicas deste polimero e
interfere diretamente na determinacédo do seu caréater catidnico. Quando solubilizada
em meio aquoso acidificado os grupos amina livres da quitosana séo protonados e o
polimero entdo adquire cargas positivas (DAI et al., 2011). A quantidade de grupos
amina disponiveis na quitosana € diretamente proporcional ao seu grau de
desacetilagdo. Sendo assim, quanto mais desacetilada for a quitosana, maior
também sera sua cationicidade (EL KNIDRI et al., 2018; LORENZINI et al., 2009).
Outros fatores que também sao influenciados pelo grau de desacetilacdo da
quitosana sao solubilidade, hidrofilicidade, cristalinidade e resposta celular (EL
KNIDRI et al., 2018).

Dentre todos os biopolimeros, a quitosana € o Unico com carater catibnico,
uma das principais caracteristicas que motivam sua utilizacdo em diversas
aplicacoes 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 interferéncia (MAO; SUN;
KISSEL, 2010). A cationicidade da quitosana confere a ela algumas propriedades
potencialmente interessantes na cicatrizacdo de feridas tais como suas acgdes
antimicrobiana e hemostatica (BANO et al.,, 2017; KHAN; MUJAHID, 2019;
POSTNOVA et al., 2018).

A atividade antimicrobiana da quitosana se da por meio da ligacdo dos grupos

amino deste polimero com a superficie negativamente carregada de varios
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microrganismos. Esse evento resulta no extravasamento dos constituintes
intracelulares do microrganismo afetado e consequente morte celular (Figura 11)
(GANAN; CARRASCOSA; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2009). Exemplos de estruturas
com carga negativa e que podem se ligar a quitosana sdo os lipopolissacarideos,
presentes nas bactérias Gram negativas e o 4cido teicoico, presente nas bactérias
Gram positivas (RAAFAT et al., 2008).

FIGURA 11 — MECANISMOS DE ACAO ANTIMICROBIANA DE BIOMATERIAIS CONSTITUIDOS
POR QUITOSANA. As cargas positivas conferidas pelos grupos amino da quitosana permitem que 0s
biomateriais constituidos por este polimero se liguem a microorganismos que possuem carga
superficial negativa. Essa ligagdo causa varios distirbios na superficie da célula, como danos na
parede celular, fragmentacdo do DNA, entre outros. A somatoria destes eventos perturbadores da

homeostasia do microorganismo afetado leva a morte celular do mesmo.

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

Estudos ja& 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 adicdo de outras farmacos a
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formulacdo. Como exemplo, podemos citar a adicdo de vancomicina e daptomicina a
filmes de quitosana, preparos que se mostraram bons candidatos para o tratamento
de infeccbes adquiridas apoOs fraturas 6sseas (SMITH et al.,, 2010; ZHAO et al.,
2014).

A atuacdo da quitosana na hemostase ocorre devido a interacdo dos grupos
amina deste biopolimero com as cargas negativas das plaquetas e dos eritrécitos. O
carater anidnico destas células € conferido pelo acido sialico, nas plaquetas, e pela
fosfatidilcolina, nos eritrocitos. Essa interacdo promove a agregacdo plaguetaria e
consequente formacéo de coagulos, interrompendo ou evitando hemorragias (Figura
12). Quanto maior for o grau de desacetilacdo da quitosana maior serd, portanto, o
seu potencial para interagir com plaquetas e hemacias, devido ao maior nimero de
grupamentos amina disponiveis (Millner et al. 2009; Gu et al. 2016; Khan & Mujahid
2019). Adicionalmente, a quitosana aumenta a atividade das células inflamatorias e
ativa os fibroblastos, que irdo formar uma nova matriz de colageno no local onde o
dano tecidual ocorreu (BEANES et al., 2003; PARK et al., 2018).

FIGURA 12 — MECANISMO HEMOSTATICO DA QUITOSANA. A figura ilustra uma ferida sendo
tratada com curativo cujo principal constituinte é a quitosana. As cargas positivas da quitosana ligam-
se as cargas negativas das plaquetas e heméacias auxiliando o processo de coagulagao e formagao

do tampéo plaquetario.

| Fatores da coagulagio |

Fonte: Adaptado de (Biotextiles 2017. Hemostatic Wound Dressings).
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A acao antifingica da quitosana também ja foi descrita. Sabe-se que fungos
que possuem A&cidos graxos livres e poli-insaturados em sua membrana séo
sensiveis a quitosana. Nestes, ela atua aumentando o estresse oxidativo intracelular
levando a permeabilizacdo da membrana e consequente morte. Exemplos de fungos
sensiveis a acdo antifungica da quitosana séo C. albicans, S. cerevisiae e N. crassa
(Lopez-Moya & Lopez-Llorca 2016; Felipe et al. 2018). A acdo antimicrobiana e a
acao antifingica presentes em um mesmo composto conferem a quitosana uma
natureza Unica que eleva seu potencial para ser utilizada no tratamento de feridas
(BANO et al., 2017). H4 ainda a expectativa de que a quitosana tenha acao biocida
podendo ser utilizada como agente de controle parasitario contra Lernaea
cyprinacea, parasita frequentemente encontrado em peixe-dourado (Carassius
auratus) (ABU-ELALA; ATTIA; ABD-ELSALAM, 2018).

O processo de degradacdo da quitosana ocorre principalmente pela acdo 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
hepaticas, rins e urina (Onishi & Machida 1999; Naveed et al. 2019). A
mucoadesividade é outra caracteristica promissora da quitosana, também conferida
pelo seu carater catibnico. A quitosana pode se aderir a mucinas e a proteinas
glicosiladas anidnicas encontradas em altas concentracdes nas superficies mucosas
(JENNINGS et al., 2015; KARN et al., 2011) fazendo com que esse biopolimero seja
cada vez mais utilizado em diversas areas da saude (ortopedia, odontologia,
oftalmologia) e, principalmente nos processos de cicatrizagdo de feridas (BANO et
al., 2017).

Os monbmeros da quitosana também atuam aumentando a sintese de acido
hialurénico e auxiliando a deposi¢cao ordenada de colageno no local da ferida. Além
disso, ela promove a ativacdo de macréfagos favorecendo o recrutamento destas
células que irdo interromper a atividade anormal de crescimento. Essas acdes
resultardo em menor tempo para cicatrizagdo bem como prevencdo da formacao 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
cronicas em pacientes diabéticos, questdo que ainda € um desafio para a saude
publica.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a atuacdo das nanoparticulas de

quitosana na cicatrizacdo 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, ja citadas anteriormente, supomos que a adicdo desta molécula a
nanoparticulas de quitosana resultaria em um sistema promissor para também ser

avaliado acerca de seu potencial na cicatrizacdo dessas feridas.
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2 JUSTIFICATIVA

Ha uma variedade de medicamentos disponivel no mercado para o
tratamento de feridas em pacientes diabéticos (BALTZIS; ELEFTHERIADOU;
VEVES, 2014; DINH; ELDER; VEVES, 2011). Além disto, ha muitas pesquisas com
diferentes compostos em desenvolvimento visando melhorar o processo de
cicatrizacdo 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 acessiveis sdo necessarios, ja que a dificuldade de cicatrizacao de feridas
em individuos com diabetes ainda gera a necessidade de acdes extremas como a
amputacdo de membros acometidos por estas lesbes (JUPITER et al., 2015; VAN
NETTEN; BABA; LAZZARINI, 2017).

A versatilidade da quitosana somada as suas caracteristicas promissoras no
processo de cicatrizacdo e as amplas propriedades benéficas da melatonina ja
inspiraram pesquisadores a unir estes dois compostos para serem utilizados em
diferentes fins como o tratamento de cancer (KUMAR YADAV et al., 2017),
atenuacdo da toxicidade de medicamentos (GHASSEMI-BARGHI, 2018) e para
melhorar o processo de cicatrizacdo (BLAZEVIC et al., 2016; ROMIC et al., 2016).
No entanto, até o momento ndo ha na literatura relatos de estudos com
nanoparticulas 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 integracdo da melatonina
a sistemas carreadores de farmacos ja mostrou ser capaz de driblar obstaculos
como a fotoestabilidade (TURSILLI et al., 2006) e a meia-vida plasmatica curta desta
molécula (KUMAR YADAV et al., 2017). Apesar de dados sobre as nanoparticulas
de lecitina e quitosana contendo melatonina influenciarem positivamente o processo
de cicatrizacdo em feridas saudaveis (BLAZEVIC et al., 2016), ndo ha relatos de
testes in vivo, em feridas de individuos 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 nanoparticulas de quitosana e lecitina pode interferir positivamente
na cicatrizacao de feridas neste animal. As informacfes geradas serdo relevantes

para 0 avanco nesta linha de pesquisa.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de uma formulacdo de nanoparticulas de lecitina e quitosana

encapsulando melatonina na cicatrizacao de feridas em ratos diabéticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Preparar um sistema de nanoparticulas mistas de quitosana e lecitina
contendo a melatonina;

3.2.2 Caracterizar as nanoparticulas produzidas em relacdo ao tamanho,
indice de polidisperséo, potencial zeta e percentual de encapsulacdo da melatonina;

3.2.3 Avaliar a toxicidade das nanoparticulas produzidas em modelo
experimental Galleria mellonella;

3.2.4 Padronizar o protocolo de inducdo de diabetes em ratos Wistar
utilizando estreptozotocina;

3.2.5 Comparar macroscopicamente e microscopicamente os efeitos das
formulagBes preparadas no tratamento de feridas em ratos diabéticos.
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a syndrome characterized by chronic hy-
perglycemia caused by low insulin levels [1]. Currently, almost half a bil-
lion people worldwide are affected by this disease, which is among the
top 10 causes of death [2]. The damage caused by DM is diverse, includ-
ing retinopathy, nephropathy, neuropathy, increased risk of cardiovas-
cular diseases, and delayed healing. When neuropathy affects the
distal nerves of the feet, in addition to micro and macrovascular damage
[3], there is a predisposition for the formation of non-healing ulcers, a
condition known as diabetic foot [2]. The general prevalence of compli-
cations related to diabetic foot is 6.4% [2] and it is estimated that every
30 s a lower limb is amputated due to DM [4].

There are many options of medicines and dressings available for the
treatment of wounds in diabetic patients. Some examples are hydrocol-
loid dressings, calcium alginate dressings, sulfa drugs and platelet-
derived growth factors [5]. However, even with so many options,
wound healing in diabetic patients remains a challenge [6], especially

* Corresponding author at: Universidade Federal de Goids, Instituto de Patologia
Tropical e Sadde Ptblica (IPTSP), Rua 235, s/n, Setor Universitario, Goidnia, GO 74605-
050, Brazil.

E-mail address: andre_amaral@ufg.br (A. Correa Amaral).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.08.027
0141-8130/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

when the wounds become deep and exudative [5]. The search for new
treatment options, combined with advances in nanotechnology has
generated new therapeutic options. A range of substances has been
combined with biomaterials to create structures such as nanofibers
[7], nanoparticles [8], and nanocomposites [9] to accelerate the healing
process.

Biopolymers, which are organic molecules synthesized by living or-
ganisms [10], are a type of biomaterial widely used as nanocarriers. Chito-
san, an active and deacetylated form of chitin, has been used in healing
medicines, as it offers several properties that can favor this process. It is
known that chitosan acts positively in haemostasis and tissue regenera-
tion [11,12], stimulates the production of fibroblasts [13] and has
antifungal and antimicrobial effects [14,15]. In addition, chitosan is a bio-
compatible and biodegradable polymer [16] exhibiting mucoadhesive
properties [17].

Melatonin is an indolamine produced mainly by the pineal gland,
but also by other tissues, such as retina, gastrointestinal tract, and skin
[18]. It is considered an antioxidant molecule because of its ability to
neutralize free radicals and reactive oxygen species (ROS) [19]. It has
been reported that melatonin influences the activity of keratinocytes
and confers anti-inflammatory and neuroprotective effects [20]. These
properties motivated this molecule to be tested for its ability to promote
the healing process, especially in DM. Some in vivo studies have already
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The objective of the present study was to evaluate different methodologies for peptide quantification in the su-
pernatant of chitosan nanoparticles by removing the unliked polymer in the suspension. The ionic gelation
method was used to prepare the chitosan nanoparticles encapsulating a 5.3 kDa peptide. Three different meth-
odologies for the processment of the solutions were compared before subjecting the samples to the Bradford pro-
tocol or Qubit® kit for protein detection. For the quantification, it was necessary to create a standard peptide
curve using different peptide concentrations. The suitable standard curve would be one in which the peptide
was diluted in the empty chitosan supernatant (obtained after nanoparticles centrifugation) or in the filtrate of
the empty chitosan supernatant. Our results indicated the safest methodology tested for peptide quantification
in the supernatant chitosan nanoparticles was filtering the solution before subjecting the sample to the Bradford

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Today, nanotechnology is found in a wide range of applications [1-4]
and allows the manipulation of material creating structures in a small
dimension. Nanoparticles around 300 nm are suitable to incorporate
drugs or bioactive molecules improving drug delivery formulation,
which allows a diverse range of applications in the pharmaceutical
field [5]. Polymeric nanoparticles are promising to achieve this goal
due to its capacity to promote drug sustained release and the possibility
to direct the drug to reach specific sites in the body [6,7]. Chitosan is a
good example of a natural polymer used to prepare these nanoparticles
since it presents characteristics such as hydrophilicity, biocompatibility,
biodegradability and low toxicity [8].

Chitosan is formed by monosaccharide chains linked by glycosidic
bonds with polymer amino groups, enabling the formation of chemical
complexes with both drugs and biological tissues [9]. The chemical
properties of chitosan [ (1 — 4) 2-amino 2-deoxy 3-D glucan] are
determined by the molecular weight, degree of deacetylation and vis-
cosity [10]. The molecular weight of this polymer can be low (70 kDa),
medium (190-310 kDa) or high (500 kDa) [11].
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This cationic polymer is soluble in weak acids which presents pro-
tonated amino groups in its polymeric chain [12]. In pharmaceutical
applications, chitosan nanoparticles play an important role by carrying
negatively charged molecules, such as peptides and proteins, and pro-
viding a significant protection against their biodegradation by enzymes
in physiological fluids [13].

The ionotropic gelation method, containing sodium
tripolyphosphate (TPP) as a cross-linker agent, is commonly used to
prepare chitosan nanoparticles [14,15]. Usually, during the cross-
linking process, the TPP solution, including the negatively charged bio-
molecule, is slowly added to a chitosan solution resulting in the sponta-
neous formation of nanoparticles. This simple and mild method of
preparation and the advantages of chitosan become these nanoparticles
carriers of interest to peptides and other molecules like antibiotics. In
this way, chitosan nanoparticles have become the target of studies in
the treatment of important pathologies such as cancer and diabetes
[16-19].

After the nanoparticle production, it is important to determine the
amount of the molecule of interest (drug or a biomolecule) that is linked
to or encapsulated in the nanoparticles. The mechanism by which the
peptide and protein, like insulin, lipase and others, interacts with
chitosan-TPP nanoparticles is, probably, through hydrophobic interac-
tions and H-bonding [20,21].

The physical-chemical characteristics of the compound must be
taken into consideration when choosing the quantification method.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this work was to prepare chitosan nanoparticles containing insulin and to evaluate its therapeutic
Polymeric nanoparticles activity during wound healing in diabetic rats. The hypothesis that guided this study was that the combination of
Chitqsan insulin within chitosan nanoparticles could stimulate the signaling pathway for wound healing. The chitosan
E:Ltl};les nanoparticles were prepared by the ionotropic gelation method presenting average size of 183.3 + 8.32 nm,

polydispersity index (PDI) 0.397 = 0.07 and zeta potential of 33.7 = 2.45 mV for empty chitosan nanoparticles
(EC) and 245.9 + 25.46 nm and PDI 0.463 = 0.01, and zeta potential of 39.3 + 4.88 mV for chitosan nano-
particles containing insulin (IC). The insulin association efficiency was 97.19% = 2.18. These nanoparticles and
free insulin (FI) were incorporated within a hydrogel (Sepigel®) for topical application in the wound of 72
diabetic rats distributed in four groups: Sepigel® (S, control), free insulin (FI), empty chitosan nanoparticles (EC),
and chitosan nanoparticles containing insulin (IC). The animals in each group were reorganized into three
subgroups (n = 6) to assess their clinical signs after days 3, 7, and 14 from the beginning of treatments. Intense
fibroplasias were observed in the free or insulin-chitosan nanoparticles groups. In the latter, a large number of
blood vessels were observed at day 7th. Our data indicated that both empty and insulin-containing chitosan
nanoparticles were able to stimulate inflammatory cell proliferation, and angiogenesis, followed by wound
maturation.

Wound healing

What's new section: The alarming rise in diabetic person around the 1. Introduction

world associated with the problematic wound healing impairment

brings serious health problems for the patients, such as the dramatic
amputation of the infected limb. In this study a novel strategy to im-
prove wound healing in diabetic rats was tested. The main goal used
here was to combine the insulin's stimulatory effect on healing meta-
bolic route and the chitosan healing effect in a formulation appropriate
to be topically administrated in wound. The positive results obtained
here could be used as proof of concept to develop a refined therapy to
improve the healing process in diabetic patients.

Impaired wound healing is a major health concerns in diabetes
mellitus (DM) patients in which a several factors contribute to this
disorder, including neuropathy and vascular injuries (Hossein et al.,
2018; Liu et al., 2019). Also, a persistent hyperglycaemia state is ob-
served because of the deficiency in insulin production or by its in-
capacity to interact with the cells (Skyler, 2004 The projections for
diabetes prevalence in 18-99 years old population are estimated to rise
from 8.4% in 2017 to 9.9% in 2045 (Cho et al., 2018).
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4 CONCLUSOES

No presente estudo, foram produzidas nanoparticulas mistas de quitosana e
lecitina, com e sem melatonina encapsulada. As nanoparticulas contendo
melatonina apresentaram tamanho médio de 160 + 4,45 nm, indice de polidispersao
de 0,220 e potencial zetade 25,0 + 0,57 mV. O percentual de encapsulacéo da
melatonina nestas particulas foi de 27%. As nanoparticulas vazias, sem melatonina,
apresentaram tamanho médio de 207,63 £ 14,61 nm, indice de polidispersdo de
0,193 e potencial zeta de 25,97 £ 1,13 mV.

Utilizando o modelo experimental Galleria mellonella, avaliou-se a toxicidade
das nanoparticulas produzidas e verificou-se que a sobrevivéncia larval foi 13,33%
maior no grupo tratado com a melatonina encapsulada nas nanoparticulas, que
naquele tratado com a molécula livre. Os resultados indicaram que a toxicidade da
melatonina livre pode ser reduzida quando encapsulada nas nanoparticulas
produzidas neste estudo.

Por fim, avaliou-se o efeito das formula¢cdes contendo as nanoparticulas
mistas de quitosana e lecitina, com e sem melatonina encapsulada, na cicatrizacao
de feridas em modelo animal para diabetes. Verificou-se que ambas formulacdes
favoreceram a cicatrizacdo. No entanto, a formulacdo contendo as nanoparticulas
com melatonina mostrou maior eficacia por estimular eventos importantes como a
deposicao de colageno e a proliferacdo de vasos sanguineos.

Desta forma, consideramos as nhanoparticulas de quitosana e lecitina
contendo melatonina um sistema promissor para ser utilizado no tratamento de
feridas em individuos portadores da DM. No entanto, mais testes sdo necessarios a

fim de obter um produto final com os melhores parametros possiveis.
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