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Introdução 

A busca por novos produtos para a cicatrização de feridas se deve às limitações dos produtos 

convencionais disponíveis no mercado. Várias estratégias são utilizadas com o intuito de modular o processo 

de cicatrização e acelerar o reparo tecidual, a fim de diminuir as complicações. A insulina é um importante 

produto para a translação das pesquisas pré-clínicas para as clínicas, estudado desde 1960. Bem como a 

membrana de quitosana e alginato (CAM), sendo capaz de estimular a proliferação de fibroblastos e produção 

de fibras de colágeno demonstrando um efeito positivo na cicatrização das feridas¹. O presente estudo tem o 

objetivo de analisar o reparo tecidual e o tecido adiposo marrom (BAT) na presença do tratamento tópico com 

membrana quitosana e alginato associado ao gel de insulina em feridas de camundongos hiperglicêmicos. 

Metodologia 

 

 

Fluxograma 1 – Corresponde as etapas sessão material e métodos: C57BL/6JUnib machos, 8 semanas foram 

submetidos a indução do Diabetes Mellitus (DM) por meio de streptozotocina (STZ), por 5 dias consecutivos, 

50 mg/Kg intraperitoneal (IP), após jejum de 8 horas. Considerados DM (Diabetes Mellitus) os animais que 



apresentaram glicemia ≥ 250 mg/dl após 6 horas de jejum. Foram randomizados em três grupos: animais 

hiperglicêmicos submetidos ao tratamento tópico com soro fisiológico 0,9%(SF); animais hiperglicêmicos 

submetidos ao tratamento tópico com membrana de quitosana e alginato (CAM) e animais hiperglicêmicos 

submetidos ao tratamento tópico com membrana de quitosana e alginato associado ao gel de insulina (CAMI). 

Foram realizadas análises macroscópicos por meio de imagens fotográficas (para análise da área da ferida) e 

microscópicos por meio do H&E, foi realizada uma análise qualitativa da reepitelização, células inflamatórias 

e vasos sanguíneos. Análisado por WB a expressão das proteínas totais através dos anticorpos: actina do 

músculo liso α (α-SMA): Colágeno I; fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); Antígeno nuclear de 

célula proliferante (PCNA). Análise estatística do WB por teste one-way ANOVA Valor de P < 0,05. 

Resultados e discussão 

Análise morfométrica e histológica (Hematoxilina & Eosina) 

 

Figura 2 – Área das feridas, em cm², do grupo de animais submetidos ao tratamento tópico com soro 

fisiológico 0,9% (SF), dos grupos de animais hiperglicêmicos submetidos ao tratamento tópico com SF (n= 

30), com CAM (n= 28) e CAMI (n=37) nos dias 3°, 7° e 14° dias pós-lesão.  

 

Na análise morfométrica da área das feridas (Figura 2), foi observado diferença estatística (menor área 

da ferida nos animais do grupo tratados com SF 0,9% quando comparado aos demais grupos, no 3º dia pós- 

ferida. Na análise qualitativa dos cortes histológicos destaca-se no 14° dia pós-lesão, a quantidade de vasos no 

grupo submetido ao tratamento com CAMI quando comparado com os grupos submetidos ao tratamento tópico 

com CAM e SF. Reafirmando o que Lima et al4 descreveram, de que a insulina é capaz de aumentar a expressão 

do VEGF. Foi observado uma menor quantidade de células inflamatórias no grupo submetido ao tratamento 

tópico com CAMI quando comparado aos grupos CAM e SF. Reiterando de que a insulina é capaz de modular 

a fase inflamatória e incentivar a angiogênese e a formação de fibras elásticas5.  

 

Análise das proteínas Colágeno I, α-SMA, PCNA e VEGF (Western Blotting) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 (A – G) Expressão das proteínas Colágeno I (ab34710; 130 kDa 1:1000), α- SMA (ab32575; 42 kDa; 

1:1000), PCNA (Ab92552; 29 kDa; 1:1000) e VEGF (ab1316; 24-45 kDa; 1:250), nos 3°, 7° e 14° dia pós-

lesão na ferida (wound) e no tecido adiposo marrom (BAT) dos grupos submetidos ao tratamento tópico com 

CAMI (n=5), CAM (n=4) e SF (n=4). Os dados foram expressos pela média (± ) erro padrão da média (±). Os 

resultados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo teste de múltiplas comparações de 



Tukey. Análises realizadas no software GraphPad Prisma versão 6 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, 

EUA). As diferenças estatísticas foram consideradas o valor de P < 0,05. *P < 0.05 e **P < 0.01 

 

  

Os resultados mostram no 7° dia pós-lesão um aumento da expressão de colágeno I (Figura 5- A, p 

<0,05) no grupo submetido ao tratamento tópico com CAMI, quando comparado aos grupos submetidos ao 

tratamento tópico com CAM e SF (Figura 5- A, p <0,05). Estudos fazem referência a insulina como 

estimuladora de timidina nos fibroblastos e a partir disso há síntese de colágeno6.  

A reestruturação da ferida também sofre influência da actina do musculo alfa liso (a-SMA). No entanto 

quanto menor sua expressão melhor o reparo da ferida, pois o aumento da expressão de α-SMA forma cicatrizes 

no tecido lesado7. Nossos achados demonstram que no 14° dia pós-lesão nos animais submetidos ao tratamento 

tópico com CAMI (Figura 5- B, p <0,05) tiveram menor expressão do α-SMA quando comparado ao grupo 

submetido ao tratamento tópico com CAM.  

Outro fator presente na fase proliferativa é o antígeno nuclear de célula proliferativa (PCNA). Nossos 

resultados apresentaram no 3° dia pós-lesão no grupo submetido ao tratamento tópico com CAMI (Figura 5- 

C, p <0,05) uma expressão um pouco maior do PCNA quando comparado com os outros dois grupos (CAM e 

SF). Com esse resultado destaca-se o grupo tratado com insulina apresentou uma maior proliferação celular, a 

literatura menciona o PCNA para analisar a proliferação de células no reparo tecidual8.  

Observamos também um aumento da expressão de VEGF no 7° dia pós-lesão no grupo de animais 

submetidos ao tratamento tópico com CAMI (Figura 5- D, p <0,05) quando comparado aos grupos submetidos 

ao tratamento tópico com CAM e SF. No 14° dia pós-lesão o grupo submetido ao tratamento tópico com CAMI 

(Figura 5- D, p <0,05) apresentou maior expressão de VEGF quando comparado ao grupo submetido ao 

tratamento tópico com SF. Esses resultados reafirmam o que a literatura menciona quanto a insulina agir no 

aumento da expressão do VEGF4.  

Investigamos também como o tratamento tópico com CAM e com CAMI influenciam o tecido adiposo 

marrom (BAT) no reparo tecidual da ferida. Há poucos estudos relacionando o efeito da insulina no BAT, no 

entanto há estudos que associam a atividade do BAT à taxa metabólica de repouso, sendo uma descoberta 

relevante considerando que o hipermetabolismo causa atraso na cicatrização de feridas10. Nossos resultados 

demonstraram maior expressão de colágeno I (Figura 5 – E, p <0,05), nos 3° e 7° dia pós-lesão no grupo 

submetido ao tratamento tópico com CAMI em relação aos outros dois grupos (CAM e SF). Isso se deve ao 

transportador de glicose 4 (GLUT 4) ser mais expresso no tecido adiposo marrom do que no tecido adiposo 

branco, o que leva a uma maior absorção de glicose estimulada por insulina no BAT11.  

 Em relação ao α -SMA no BAT (Figura 5 – F, p <0,05), no 7° dia pós-lesão o grupo submetido ao 

tratamento tópico com CAMI apresentou menor expressão quando comparado aos outros dois grupos (CAM 

e SF). Estudo demonstra que o aumento de miofibroblastos e sua persistência no ambiente do reparo estão 

relacionados com uma piora no processo de reparo, formando cicatrizes mais densas e hipertróficas12. 

  A proteína PCNA (Figura 5 – G, p <0,05) teve maior expressão no 3° dia pós-lesão no grupo 

submetido ao tratamento tópico com CAMI quando comparado aos grupos submetidos ao tratamento tópico 

com CAM e SF. Dados da literatura descrevem que, em camundongos diabéticos, o processo de cicatrização 

prejudicado caracteriza-se por persistência do infiltrado inflamatório, atraso na formação do tecido de 

granulação, redução da angiogênese e redução na deposição de fibras colágeno13. Desta forma, destacamos 

que mesmo com a presença do quadro hiperglicêmico nos três grupos experimentais houve uma alteração na 

inflamação já no terceiro dia pós-lesão no grupo CAMI. 

 

Conclusão 

 

Dessa forma, o gel de insulina na ferida de camundongos diabéticos foi capaz de melhorar a 

cicatrização, pois aumentou a expressão de colágeno I e VEGF, diminuiu a expressão do α -SMA e influenciou 

na formação de vasos sanguíneos. No BAT, o gel de insulina influenciou o aumento da expressão de colágeno 



I e PCNA e diminuição da expressão de α -SMA, demostrando que a insulina apresentou um melhor efeito do 

que os outros tratamentos.  
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