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RESUMO

As lesbGes cutaneas, divididas em agudas e cronicas, demandam diferentes
abordagens terapéuticas devido as suas causas e processos de cicatrizacdo distintos.
Recentemente, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de curativos
inovadores que utilizam materiais diferenciados. Alguns desses materiais em
destaque sdo o extrato full spectrum de Cannabis sativa e a utilizacdo de
nanoparticulas metalicas, materiais reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. O presente estudo teve como objetivo investigar os
efeitos do tratamento de uma nanoemulsdo de nanoparticulas de ouro (GNPs) com
extrato de Cannabis sativa em um modelo de ferida cronica induzida com Resiquimod,
em camundongos Swiss. Foram empregados 96 camundongos Swiss machos,
distribuidos aleatoriamente em oito grupos experimentais (n=12): I. Ferida Aguda (FA)
— sem tratamento local ou sistémico; Il. Ferida Crénica induzida com Resiquimod (FC)
— sem tratamento local ou sistémico; Ill. FC+C50mg (FC + tratamento com extrato de
Cannabis sativa (50mg/kg); IV. FC+C100mg (FC + tratamento com extrato de
Cannabis sativa (100mg/kg); V. FC+C200mg (FC + tratamento com extrato de
Cannabis sativa (200mg/kg); VI. FC+NanoC50mg (FC + tratamento com nanoemulsao
de GNPs com extrato de Cannabis sativa (50mg/Kg); VII. FC+NanoC100mg (FC +
tratamento com nanoemulsdo de GNPs com extrato de Cannabis sativa (100mg/kg);
VIII. FC+NanoC200mg (FC + tratamento com nanoemulséo de GNPs com extrato de
Cannabis sativa (200mg/kg). Os animais foram anestesiados com isoflurano a 4%. O
modelo de ferida crénica foi estabelecido através da aplicacéo topica de Resiquimod
por 4 dias consecutivos. Os tratamentos com GNPs iniciaram-se no sexto dia apos a
dltima aplicacéo de Resiquimod e foram administrados diariamente até o sétimo dia.
Foram conduzidas analises sobre a medi¢do do tamanho das feridas. Ap6s 12 horas
da ultima aplicacdo, os animais foram submetidos a eutanasia, e o0s tecidos
(pele/lesdo) foram coletados para analises histologicas, bioguimicas e moleculares.
Os resultados indicaram que os tratamentos com nanoemulsdo de GNPs com extrato
de C. sativa aceleraram a contragdo das feridas. A andlise histologica revelou uma
diminuicdo no infiltrado inflamatério. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
demonstrou aumento na expressao génica de fator nuclear eritroide 2 relacionado ao
fator 2 (NRF2) e colageno tipo lll, especialmente no grupo tratado com nanoemulséo
de GNPs com extrato de C. sativa. As terapias também diminuiram as citocinas proé-
inflamatdrias, aumentaram as citocinas anti-inflamatorias e reduziram os marcadores
oxidantes no local lesionado. Assim, este estudo evidenciou que as GNPs somadas
ao extrato de C. sativa promovem o processo de reparo tecidual em feridas epiteliais
crénicas.

Palavras-chave: Ferida cronica; nanoparticulas de ouro; reparo tecidual; estresse
oxidativo; Cannabis sativa.



ABSTRACT

Skin injuries, divided into acute and chronic, require different therapeutic approaches
due to their distinct causes and healing processes. Recently, there has been a growing
interest in the development of innovative dressings that use differentiated materials.
Some of these highlighted materials are the full spectrum extract of Cannabis sativa
and the use of metallic nanoparticles, materials recognized for their antioxidant and
anti-inflammatory properties. The present study aimed to investigate the effects of
treatment with a gold nanopatrticles (GNPs) nanoemulsion with Cannabis sativa extract
in a chronic wound model induced with Resiquimod, in Swiss mice. 96 male Swiss
mice were randomly distributed into eight experimental groups (n = 12): I. Acute Wound
(FA) — without local or systemic treatment; 1. Chronic Wound induced with Resiquimod
(FC) — without local or systemic treatment; Ill. FC+C50mg (FC + treatment with
Cannabis sativa extract (50mg/kg); IV. FC+C100mg (FC + treatment with Cannabis
sativa extract (100mg/kg); V. FC+C200mg (FC + treatment with Cannabis sativa
extract (200mg/kg); VI. FC+NanoC50mg (FC + treatment with GNPs nanoemulsion
with Cannabis sativa extract (50mg/kg); VIl. FC+NanoC100mg (FC + treatment with
GNPs nanoemulsion with Cannabis sativa extract (100mg/kg); VIII. FC+NanoC200mg
(FC + treatment with GNPs nanoemulsion with C. sativa extract (200mg/kg). The
animals were anesthetized with 4% isoflurane. The chronic wound model was
established through the topical application of Resiquimod for 4 consecutive days.
Treatments with GNPs began on the sixth day after the last application of Resiquimod
and were administered daily until the seventh day. Analyses of measurement of wound
size were performed. Twelve hours after the last application, the animals were
euthanized, and the tissues (skin/lesion) were collected for histological, biochemical
and molecular analyses. The results indicated that treatments with GNPs
nanoemulsion with C. sativa extract accelerated wound contraction. Histological
analysis revealed a decrease in inflammatory infiltrate. Polymerase Chain Reaction
(PCR) demonstrated an increase in the gene expression of nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (NRF2) and collagen type lll, especially in the group treated with GNPs
nanoemulsion with C. sativa extract. The therapies also decreased pro-inflammatory
cytokines, increased anti-inflammatory cytokines and reduced oxidant markers injured
site. Thus, this study showed that GNPs added to Cannabis sativa extract promote the
tissue repair process in chronic epithelial wounds.

Keywords: Chronic wound; gold nanoparticles; tissue repair; oxidative stress;
Cannabis sativa.
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1 INTRODUCAO
1.1 Feridas

Com os avancos da cirurgia minimamente invasiva, as lesdes cirargicas tém se
tornado menos problematicas, enquanto as feridas cronicas estdo em ascenséo,
especialmente em populacdes crescentes como idosos, obesos e diabéticos
(Kazemzadeh-Narbat et al., 2015). O 6nus global nos sistemas de saude devido a
distarbios cutaneos e dificuldades de cicatrizacdo tem aumentado significativamente
em uma década. Dados da Global of Disease Study (GBD) de mais de 195 paises
indicam que a prevaléncia de disturbios cutdneos aumentou de cerca de 400 milhdes
em 2005 para aproximadamente 600 milhdes em 2015 (Alven et al., 2020; Vos et al.,
2016).

Recentemente, tem havido um incremento notavel na incidéncia de Ulceras por
pressao, Ulceras venosas e Ulceras diabéticas em todo o mundo, especialmente entre
os idosos (Kazemzadeh-Narbat et al., 2015). Um estudo realizado na Australia
constatou que 49% dos pacientes hospitalizados desenvolveram lesdes epiteliais,
com 31% apresentando feridas agudas, 9% Ulceras por pressao e 8% escoriacdes na
pele com ruptura do tecido. Em ambientes hospitalares, estudos indicam que até 50%
dos pacientes internados adquirem lesdes epiteliais (Williams et al., 2021; Lindholm et
al., 2016; Zhao et al., 2016).

No Brasil, estudos apontam para uma alta prevaléncia (Freitas et al., 2011) e
incidéncia (Luz et al., 2010; Souza et al., 2010) de feridas em idosos residentes em
instituicBes e durante a hospitalizacdo (Vieira et al., 2018). Essa problemética ndo se
restringe apenas aos idosos, mas afeta a populacdo em geral, representando um
desafio de saude publica devido aos elevados indices e custos de tratamento (Morais
et al.,, 2008). Prevé-se que essas taxas aumentem devido ao envelhecimento
populacional e a ampliacdo dos fatores de risco, como doencas metabdlicas,
insuficiéncia venosa, hipertensao e diabetes mellitus (de Brito et al., 2017; Gould et
al., 2015).

Apesar da ampla variedade de fatores etioldgicos, as principais causas de
feridas cronicas s&o doenga vascular periférica e principalmente a insuficiéncia

venosa croénica (IVC) responsavel por cerca de 70% a 80% dos casos, seguida de
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insuficiéncia arterial (8%), diabética (3%), trauma (2%), e outras causas (14%) (Loftus
S, 2001).

As principais consequéncias para 0s portadores de feridas cronicas séo
justamente o fato da lesdo ndo ser apenas a questdo fisica, mas significar o
isolamento social, constrangimento, efeito emocional negativo, custos de tratamento,
entre outros (Morgan, 2000). Enquanto as incisdes cirirgicas e as laceracdes sao
geralmente consideradas feridas agudas e tendem a cicatrizar com poucas
complicacfes, as Ulceras sdo persistentes e exigem tratamentos onerosos (Mendes,
et al. 2024).

1.2 Reparo tecidual

A reparacao aguda de feridas representa uma complexa cascata de eventos
celulares e necessita de uma resposta metabdlica, que visa garantir o rapido
fechamento da barreira cutdnea. Esta resposta € caracterizada por uma notavel
redundancia e mecanismos compensatérios, minimizando os efeitos adversos de
pequenas perturbacbes (Werner, 2003). Perturbacdes substanciais, como a
inflamacéo exacerbada, desequilibrio na deposicdo e degradacdo do colageno tipo |
e lll, podem levar a anormalidades, como cicatrizes excessivas ou falha na
cicatrizacdo completa. Esses fatores caracterizam as feridas cronicas, que
representam um desafio significativo, especialmente em populacdes idosas e
diabéticas, acarretando consequéncias socioeconémicas importantes (Guest et al.,
2015). Embora muitas dessas feridas permanecam refratarias aos tratamentos atuais,
uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares subjacentes a patologia das
feridas é essencial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes
(Vieira et al., 2018).

Os fatores que influenciam a vulnerabilidade da pele a lesdes ainda nao foram
totalmente compreendidos. A pele de individuos idosos e diabéticos, devido a atrofia
e as alteracOes na barreira cutanea, apresenta maior predisposicao a lesdes (Park et
al., 2011; Seyfarth et al., 2011). Além disso, tanto o envelhecimento quanto o diabetes
estdo associados a perda gradual da matriz dérmica e alteragbes na mecéanica dos
tecidos, contribuindo para a vulnerabilidade a danos (Diridollou et al., 2001). Apds uma
lesdo, uma série de alteracbes moleculares e celulares contribuem para o

comprometimento geral do processo de cicatrizacdo. A senescéncia celular emerge
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como um fator relevante na patologia das feridas diabéticas e envelhecidas,
exacerbando a inflamagdo e o estresse oxidativo, contribuindo assim para a
cronicidade das feridas (Wilkinson e Hardman, 2020). A inflamacdo excessiva nao
apenas intensifica a destruicao do tecido, mas também impede a correta cicatrizagao.

Outras complicacdes como a neuropatia periférica dificultam a identificacdo de
agressores externos e a retirada do estimulo nocivo; disfuncdes vasculares e
endoteliais provocam uma reducédo do fornecimento de oxigénio e nutrientes para o
tecido, promovendo um quadro de hipdxia local com consequente necrose do tecido
epitelial (Kavitha et al., 2014). Estes fatores sao facilitadores para o rompimento do
tecido cutaneo e consequentemente, o surgimento das feridas cronicas (Gould et al.,
2015).

Apos o rompimento tecidual, desdobram-se uma série de respostas fisiologicas
complexas que marcam o inicio do processo de reparo, geralmente observado
aproximadamente 24 horas ap6s a ocorréncia da lesdo (Baum e Arpey, 2005). Em
feridas crbnicas, o reparo tecidual ocorre de maneira gradual e desorganizada,
resultando em um processo que pode se estender por meses a anos até a restauracao
completa da integridade das estruturas afetadas (Moura et al., 2019). Em condic¢des
de tecidos saudaveis, a cicatrizacao é tradicionalmente descrita como um processo
composto por quatro estagios interdependentes e coordenados: homeostase,
inflamacédo, proliferacdo e remodelacdo. Entretanto, em casos de feridas com
dificuldade de cicatrizacdo, observam-se caracteristicas celulares e moleculares que
levam a estagnacdo do processo na fase inflamatéria, impedindo a progresséo
adequada da regeneracao (Tan et al., 2021).

A persisténcia da inflamacéo nesse contexto é atribuida a uma resposta imune
desregulada, que resulta em uma migracéo exacerbada de células inflamatérias. Esse
fenbmeno conduz a um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias, uma
elevada concentracdo de proteases e uma diminuicdo nos fatores de crescimento,
todos contribuindo para a complexidade da resolucdo do processo de cicatrizagéo
(Patel et al., 2019). ApGs a resposta imediata de hemostasia, caracterizada pela
agregacdo e degranulacdo plaquetaria, seguida pela formagdo de um coagulo de
fibrina, ocorre a transicao para a fase inflamatoria. Nesta fase, ocorre vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade vascular, facilitando a quimiotaxia de neutréfilos, os quais
sdo as primeiras células a migrarem para o tecido lesado, seguidos por mondcitos e
linfécitos (Zhao et al., 2016).
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A atracdo dessas células inflamatérias para o local da lesdo € mediada por
citocinas, incluindo Fator de Crescimento Transformador Beta (do inglés,
Transforming Growth Factor Beta (TGFB) e Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (do inglés Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Singer e Clark, 1999;
Guo e Dipietro, 2010). Os neutrofilos aderem a parede do endotélio por meio de
ligacdo com as selectinas, sendo essenciais na limpeza da area lesada por meio da
producao de radicais livres, os quais desempenham um papel crucial na protecdo do
organismo contra invasores como bactérias e outros microrganismos (Silva et al.,
2010). Durante a fase inflamatéria, h4 uma producado significativa de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) através da cadeia respiratéria, estimulada pela migracéo
de neutrofilos e macréfagos (Kanta et al., 2011).

Os macrofagos com fend6tipo pro-inflamatorio (M1) séo recrutados para a ferida
entre 48 e 96 horas ap0s a ocorréncia da lesdo. Essa migracdo celular é importante
para dar continuidade ao processo de fagocitose, contribuindo para a conclusdo do
debridamento iniciado pelos neutréfilos e aumentando a liberacéo de citocinas. Apos
a conclusao da fagocitose, os macrofagos adotam um fenétipo anti-inflamatério (M2),
com o objetivo de estimular a angiogénese, a fibroplasia e a sintese da matriz
extracelular, processos essenciais para a transicao para a fase proliferativa, conforme

mostrado na figura 1 (Broughton et al., 2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica das fases do processo de cicatrizacdo da pele e da dindmica
celular envolvida. (Campos et al., 2007). A hemostasia ocorre inicialmente, seguida pela fase
inflamatéria, caracterizada pelo recrutamento de plaquetas, neutréfilos e macréfagos. Na fase de

proliferacéo, fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos promovem a reparacao tecidual. Por fim,
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a fase de remodelacdo garante a maturacdo e organiza¢do do novo tecido, restaurando a integridade

da pele.

O quadro de hiperglicemia crénica e/ou estresse oxidativo associados a
diabetes mellitus, um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de feridas
cronicas, exerce influéncia sobre a epigenética dos macrofagos, que sdo modificacdes
gue regulam a ativacao, polarizacao e funcao dos macréfagos em diferentes contextos
fisioloégicos e patolégicos (Cutolo et al., 2022). Isso resulta na desregulacdo do
fenotipo e na permanéncia prolongada do fenoétipo pro-inflamatério M1 no tecido, o
qgue contribui significativamente para a estagnacéo do processo regenerativo. Como
resultado, essa funcdo comprometida dos macréfagos induz a uma expressao
continua de citocinas pro-inflamatérias e suprime a expressdo de fatores de
crescimento, resultando na inibicdo da proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos
(Loot et al., 1991). Além das alteracBes epigenéticas mencionadas, outros fatores
como a hipoxia induzida pela glicacdo da hemoglobina, o estreitamento dos vasos
sanguineos e as complicacbes endoteliais contribuem para a disfuncdo dos
macréfagos e neutréfilos (Brem et al., 2007). Esses eventos biolégicos culminam em
uma fase inflamatéria persistente, caracterizada por niveis elevados e prolongados de
citocinas pro-inflamatorias, como a Interleucina 1 beta (IL-1B) e o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), que por sua vez inibem a formacao do tecido de granulacéo e
a progressao para a fase proliferativa (Zhao et al., 2016).

Nos tecidos saudaveis, o término da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
ocorre aproximadamente quatro dias apos a lesdo. Nesse estagio, ocorre a liberacéo
de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-10) e a interleucina-4 (IL-4),
gue desempenham um relevante papel no inicio da fase proliferativa ou de
granulacdo. Esta fase é caracterizada pela reepitelizacao da epiderme e pelo reparo
da camada dérmica ou mesenquimal subjacente. A fase proliferativa ocorre em quatro
etapas fundamentais, incluindo a epitelizacdo, angiogénese, formacao de tecido de
granulacdo e deposicdo de colageno. Durante esse processo, a derme € restaurada
por fibroblastos invasores e proliferantes, os quais sintetizam e secretam proteinas da
matriz extracelular embrionaria, além de liberarem fatores de crescimento como o
TGF-B1 (Clark et al., 1990; Clark et al., 1996; Leask e Abraham, 2004).

Durante a fase proliferativa do processo de reparagao da ferida, os fibroblastos
sao responsaveis por produzir elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos e proteases,

0s quais atuam no desbridamento e remodelacao fisiologica (Meckmongkol et al.,
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2007). A etapa final dessa fase é marcada pela formacé&o do tecido de granulagéo. Os
fibroblastos dos tecidos circundantes migram em direcdo a ferida, mas requerem
ativacao para sairem do estado de quiescéncia (Li et al., 2005). O fator de crescimento
mais significativo na proliferacao e ativacao dos fibroblastos é o PDGF, seguido pela
liberacdo de TGF-3, que estimula os fibroblastos a produzirem coldgeno do tipo | e a
se transformarem em miofibroblastos, os quais promovem a contracdo da ferida
(Barrientos et al., 2008). Em feridas cronicas, a reepitelizacdo € comprometida devido
a persisténcia da inflamacéo, que inibe a expressdo de marcadores que estimulam a
migracdo de queratinécitos (Bhattacharya et al., 2015; Icli et al., 2016).

Durante a fase de maturacao ou remodelamento, o coldgeno é depositado de
forma organizada, inicialmente mais fino que o colageno normal. A formacéo do tecido
de granulacdo cessa devido a apoptose das células responsaveis pela sua sintese e
manutencdo, como fibroblastos e células endoteliais (Mandelbaum et al., 2003;
Profyris et al., 2012). Com o amadurecimento da ferida, o colageno tipo Il é substituido
por colageno tipo I, orientado em feixes paralelos. Os miofibroblastos contraem a
ferida, reduzindo sua area superficial (Gurtner et al., 2007). Em feridas croénicas, 0
equilibrio entre a sintese da nova matriz e a degradacdo da antiga é perturbado,
especialmente pela acdo aumentada de metaloproteinases na ferida diabética,
resultando em tecido cicatricial disfuncional (Brem et al., 2007; Goovit et al., 2014).

1.3 Modelo animal

A inflamacao prolongada é uma das principais causas de feridas crbnicas em
nivel celular. Em feridas crbnicas, o organismo ndo é capaz de resolver a inflamacéo
fisioldgica como parte do processo de cicatrizacdo da ferida, e a transicéo para a fase
de proliferacdo é bloqueada (Zhao et al., 2016; Velnar et al., 2009). A maioria dos
modelos pré-clinicos de feridas estabelecidos ndo leva em consideragéo a inflamacgéo
prolongada, e sim a criacédo de feridas com cicatrizacao retardada que néo refletem
corretamente feridas cronicas em pacientes (Holzer-Geissler et al., 2022).

O Resiquimod € um membro das imidazoquinolinaminas e um agonista dos
receptores TLR 7 e 8, que induz a producéo de interferon, TNF-a e outras citocinas
(Figura 2) (Dockrell e Kinghorn, 2001). Esse medicamento é usado para tratamento
topico de lesdes cutaneas, mas com inflamacao local como efeito colateral do
tratamento (Holzer-Geissler et al., 2022; Stockfleth et al., 2019).
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1.4 Nanotecnologia em feridas

Nanoparticulas metalicas, com estruturas que exibem funcionalidade e
propriedades biolégicas em virtude de seu tamanho reduzido, despertam consideravel
interesse em diversos campos de pesquisa (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Entre
essas, as GNPs recebem destaque especial devido as suas propriedades o6pticas,
eletrbnicas, redox e cataliticas (Daniel e Astruc, 2004). As GNPs tém sido amplamente
investigadas por sua biocompatibilidade, atoxicidade, simplicidade de preparacgéo e
facilidade de conjugacdo com biomoléculas (Hainfeld et al., 2006).

Em um cenario onde a inovacao € imperativa, a hanotecnologia emerge como
uma poderosa aliada na area da saude, com potencial revolucionario para aprimorar
os cuidados médicos (Jeong et al., 2018). Sua aplicacdo diversificada tem sido cada
vez mais explorada, com um crescente entendimento sobre as interagdes dos
nanomateriais com as ceélulas e seus efeitos bioldgicos (Bhattacharya et al., 2008;
Arvizo et al., 2012). Diversas técnicas estdo disponiveis para produzir nanoparticulas
(NPs) com precisdo de tamanho e forma, permitindo a encapsulacdo e liberagao
controlada de moléculas bioativas (Malam et al., 2009). Entre essas, as GNPs se
destacam pela sua versatilidade, apresentando capacidade direcionada, baixa
toxicidade e alta eficiéncia de entrega (Ghosh et al., 2017).

As GNPs tém demonstrado promessa no tratamento de diversas condi¢des,
incluindo a reparacéao tecidual, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias (Victor et al., 2012; Li et al., 2015). A atividade antioxidante das GNPs,
influenciada pela sua area superficial, desempenha um papel crucial na neutralizacéo
de radicais livres (Medhe et al., 2014; Leu et al., 2012; Esumi et al., 2003). Além disso,
as GNPs exibem atividade catalitica na eliminacdo de radicais livres, aumentando os
niveis do fator NRF2 e induzindo a expresséo de genes antioxidantes (Rattanata et
al., 2015; Wang et al., 2017; Chen et al., 2015).

Estudos demonstram que a aplicacéo topica de GNPs acelera a cicatrizacao,
estimulando a producdo de colageno e fatores de crescimento (Kim et al., 2015).
Paralelamente, novas formulagbes contendo nanomateriais estdo sendo avaliadas
quanto a sua eficacia na cicatrizacdo de feridas (Akturk et al., 2016). Além de suas
propriedades antioxidantes, as GNPs também exibem propriedades angiogénicas,
promovendo a formagdo de novos vasos sanguineos durante o processo de

cicatrizacdo (Li et al., 2015).
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A emulsado de nanoparticulas metalicas associadas a extratos de plantas surge
como uma alternativa promissora, mitigando preocupacdes com toxicidade e custos
(Zhang et al., 2016; Paiva-Santos et al., 2021). Essa abordagem oferece vantagens
significativas em termos de seguranca e aplicabilidade em comparacdo com métodos
baseados em microrganismos (Paiva-Santos et al., 2021). Estudos indicam o potencial
das GNPs associadas com plantas medicinais, como a C. sativa, na promoc¢ao da
cicatrizacdo de feridas e na reducdo do processo inflamatério (Amjed et al., 2017;
Milaneze et al., 2014).

1.5 Cannabis sativa no tratamento de feridas

A planta Cannabis sativa, da familia Cannabaceae, é reconhecida por sua
riqueza em canabinoides nos seus topos floridos, 0s quais interagem com uma
variedade de alvos moleculares, incluindo receptores canabinoides e outros
componentes do sistema endocanabinoide (Trusler et al., 2015). Recentemente,
estudos tém ressaltado a eficacia das terapias a base de C. sativa no tratamento da
dor, inflamacéo e cicatrizagéao de feridas (Sangiovanni et al., 2019; Shao et al., 2021).

Com mais de 140 fitocanabinoides identificados, o interesse cientifico na C.
sativa cresceu significativamente desde a identificacdo, na década de 1960, de
componentes quimicos como o delta-9-tetra-hidrocanabinol (A9-THC) e o canabidiol
(CBD) (Gurgel et al., 2019). Estes dois fitocanabinoides sdo os mais estudados e
considerados os mais significantes atualmente, devido a sua capacidade de interacéao
com os receptores canabinoides especificos CB1 e CB2 (Hashemipour et al., 2018).

Enquanto os receptores CB1 predominam no sistema nervoso central e
periférico, modulando a excitacdo e neurotransmissao inibitéria, os receptores CB2
estdo presentes nas células do sistema imunolégico, exercendo funcbes de
imunomodulagéo (Pertwee et al., 2008). O THC, o fitocanabinoide mais abundante na
C. sativa, possui alta afinidade pelos receptores CB1 e CB2, porém sua psicoatividade
pode restringir seu uso terapéutico (Cuba et al., 2017).

Por outro lado, o CBD, isolado pela primeira vez em 1940, é o principal
constituinte ndo psicotropico da C. sativa (de Freitas et al., 2016). Reconhecido pelo
tratamento de diversas doencas como a doenca de Alzheimer (Cuba et al., 2017),
sepse e inflamacdo, seu mecanismo exato de acdo ainda ndo foi completamente

elucidado, mas parece agir independentemente dos receptores canabinoides,
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promovendo seu uso em tratamentos promissores (Fasinu et al., 2016; Hashemipour
et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que a ativacao dos receptores canabinoides reduz a
inflamacao, a fibrogénese e estimula a reepitelizacéo durante a cicatrizacao de feridas
na pele (Wang et al., 2016). Além disso, desde os anos 1950, existe um grande
interesse na atividade antibacteriana dos canabinoides, com varios estudos
evidenciando seu efeito bacteriostatico e bactericida, especialmente contra bactérias
Gram-positivas (Karas et al., 2020; Klahn et al., 2020).

Atualmente, a pesquisa por curativos medicamentosos inovadores esta
direcionada ao desenvolvimento de sistemas de administracdo de medicamentos que
assegurem a concentracdo adequada na ferida, reduzam os intervalos de dosagem e
previnam os efeitos colaterais (Mendes et al., 2024). O uso de biomateriais
combinados com antioxidantes e anti-inflamatorios tem sido amplamente explorado, e
0S compostos canabinoides podem representar uma nova abordagem terapéutica
para doencas inflamatérias, além de elucidar seu papel nos disturbios dermatolégicos
(Trusler et al., 2017).

Entretanto, é importante notar que o tratamento com extrato de C. sativa
(contendo THC e CBD) em queratinécitos e fibroblastos humanos demonstra uma
inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatorios, a qual parece ocorrer devido ao
comprometimento da ativacdo ou translocacdo nuclear do NF-kB, impedindo sua
capacidade de induzir a expresséo de genes pro-inflamatoérios. As células expostas a
este extrato apresentam uma reducao nos niveis de IL-8, MMP-9 e VEGF, um efeito
que ndo € observado quando expostas apenas ao CBD. Além disso, é interessante
observar que compostos canabinoides, incluindo o THC, estédo implicados na inibicédo
de certos produtos pro-inflamatoérios e mediadores de remodelacéo da matriz, os quais
sao reconhecidos por desempenharem papéis significativos no processo de ferida e
cicatrizacdo cutanea (Miller et al., 2020).

Embora os dados clinicos sejam escassos, 0s modelos pré-clinicos
demonstram um quadro otimista. Em um estudo conduzido por Sangiovanni et al.,
(2019), os efeitos do CBD e do extrato de C. sativa foram investigados em células de
gueratinécitos humanos e células de fibroblastos dérmicos humanos. No caso dos
queratinécitos, a estimulacdo com TNF-a levou a um aumento na expressao de 26
genes associados a vias inflamatérias, incluindo quimiocinas como CXCLS8

(Interleucina 8) e CXCL10, interleucinas como, IL-13 e Fator de Crescimento
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Endotelial Vascular (VEGF). O tratamento com extrato de C. Sativa foi capaz de
regular negativamente todos esses 26 genes relacionados a inflamacao, enquanto o
CBD sozinho mostrou efeito inibitdrio em 15 deles.

Por outro lado, em células de fibroblastos dérmicos humanos, a exposi¢cao ao
TNF- a aumentou a expressao de 16 genes envolvidos no processo de cicatrizacao
de feridas. Mais uma vez, o extrato de C. sativa mostrou sua eficacia ao regular
negativamente todos esses genes, enquanto o CBD sozinho teve impacto em apenas
11 genes, sem demonstrar efeito inibitdrio em genes associados a inflamacéo e
remodelacdo da matriz, como IL-6 (interleucina 6) e MMP-9 (matriz metalopeptidase
9) (Sangiovanni et al., 2019).

Estes resultados sugerem que os componentes adicionais presentes no extrato
de canabindides, tais como outros canabindides, flavonoides e terpenos, podem
potencializar um efeito anti-inflamatério sinérgico, superando o efeito do CBD isolado.
Tal extrato é amplamente conhecido como full spectrum, por conter todos os
canabinoides (incluindo o THC), além de flavonoides e terpenos. O extrato que nao
apresenta THC, mas mantém todos os demais canabindides e fitoquimicos da planta
€ conhecido como broad spectrum (Berthold et al., 2023). Contudo, € crucial ressaltar
a necessidade de estudos pré-clinicos mais robustos e ensaios clinicos para obter
uma conclusao definitiva sobre a resposta cutanea de cicatrizacao de feridas do CBD

e seus compostos relacionados (Sangiovanni, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar os efeitos do tratamento com nanoemulsdo de GNPs com

extrato de Cannabis sativa em um modelo de ferida croGnica em camundongos Swiss.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o potencial do tratamento com nanoemulsdo de GNPs com extrato de
C. sativa e do extrato de C. sativa isolado em lesfes epiteliais cronicas através da:

e Quantificacdo da area (cm2) da ferida para avaliar a contracao do tecido
epitelial nos dias 1, 11 e 18 do tratamento;

e Quantificacdo do infiltrado inflamatério e areas de colageno através de
analise histoldgica apés 7 dias de tratamento;

e Avaliacdo a expressdo génica (RT-PCR) de NRF2, colageno tipo | e
colageno tipo lll;

e Quantificacdo dos niveis proteicos de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatdrias (IL1B, TNF-a, IL4, IL10 e TGF-B) apds 7 dias de tratamento;

e Avaliagdo a producéo de oxidantes, niveis de dano oxidativo e atividade

do sistema antioxidante apos 7 dias de tratamento.
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3 METODOLOGIA

3.1 Procedimentos Eticos

Este projeto foi submetido para Comisséo Etica para Uso de Animais (CEUA)
da UNESC sendo aprovado com numero de protocolo 10/2024 em conformidade com
as diretrizes brasileiras para 0 uso de animais com propadsitos cientificos e didaticos
(Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCTI, p.7). Esta pesquisa também seguiu as Diretrizes
ARRIVE 2.0 (Percie du Sert et al., 2020).

3.2 Sintese Das Nanoparticulas

A nanoemulsédo de GNPs com extrato de C. sativa foram obtidas pelo método de
inversdo de fases (Pires, 2023). Na fase aquosa foram adicionados o surfactante
tween 80 (1%) e 100mL de &gua deionizada. Na fase oleosa foram adicionados a
lecitina de Soja (1%) Crodamol GTCC (10%) e curcumina (1%) Ambas as fases foram
previamente aquecidas a uma temperatura de 70°C. Logo ap06s a temperatura atingir
70°C, a fase aguosa foi adicionada lentamente sob a fase oleosa utilizando uma
agitacao de 400 rpm até o resfriamento.

A formagéo dos GNPs e nano Cannabis foram determinadas por Ultravioleta-
Visivel (UV-Vis), utilizando um espectrofotdmetro da marca Shimadzu, UV 1800. A
solucéo foi avaliada na regido do visivel (400nm — 700nm).

O potencial zeta da amostra foi medido através da diluicdo do gel em agua
deionizada até uma concentracdo de 0,01%p de GNP + C. sativa. O valor de potencial
zeta registrado representa a média dos valores medidos pelo equipamento (Zetasizer
Nano ZS, Malvern), o qual calcula a mobilidade eletroforética das particulas e converte
esta para potencial zeta mediante a equac¢ao de Smoluchowski.

Para determinar os grupos funcionais presentes nos géis, foi usada a
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) com acessorio

de refletancia total atenuada (ATR-FTIR, Tensor Il modelo, Bruker).
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3.3 Extrato de Cannabis sativa

Para a realizacdo deste estudo, foi utilizado um extrato de Cannabis sativa do
tipo full spectrum, denominado Whole (6000 mg), da marca Revivid®, contendo até
0,3% de THC. Esse extrato inclui uma ampla gama de compostos bioativos, como
terpenos, fendis, proteinas, antioxidantes e flavonoides, proporcionando um efeito
entourage, fendbmeno no qual os diferentes fitocanabinoides e metabdlitos

secundarios atuam de forma sinérgica, potencializando seus efeitos biologicos.

34 Animais

Foram utilizados 96 camundongos Swiss machos com as seguintes
caracteristicas: 60 dias de vida, com peso entre 30-45 g, provindos da col6nia de
reproducdo do Biotério da UNESC. Os animais foram agrupados em gaiolas
especificas (comprimento 30 cm x largura 20 cm x altura 13 cm), distribuidos em 5
animais por caixa, colocados sobre estantes e sobre os cuidados dos funcionarios do
Biotério. A temperatura do ambiente sera controlada entre 20 = 22°C, ciclo claro-
escuro 12/12h e com livre acesso. Os camundongos foram alimentados com dieta
padrdo para roedores e agua do sistema publico de fornecimento (torneira) colocado
em mamadeiras para roedores e ofertada ad libitum.

Os animais foram tricotomizados e logo apés induzidos a leséo epitelial aguda
ou crbnica de acordo com seus respectivos grupos. Foram distribuidos
randomicamente em 8 grupos experimentais (n = 12) sendo 5 animais para histologia,
e o restante foi destinado para andlises bioquimicas e moleculares.

e |. (FA): Ferida Aguda - sem tratamento local ou sistémico;

e |l. (FC): Ferida Crénica induzida com Resiquimod - sem tratamento local ou
sistémico;

e |ll. (FC+C50mg): FC + tratamento com extrato de Cannabis sativa (50mg/kg);

e |V. (FC+C100mg): FC + tratamento com extrato de Cannabis sativa

(100mg/kg);

e V. (FC+C200mg): FC + tratamento com extrato de Cannabis sativa (200mg/kg);
e VI. (FC+NanoC50mg): FC + tratamento com nanoemulsdo de GNPs com

extrato de Cannabis sativa (50mg/kg);
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e VII. (FC+NanoC100mg): FC + tratamento com nanoemulsdo de GNPs com
extrato de Cannabis sativa (100mg/kg);

e VIIl. (FC+NanoC200mg): FC + tratamento com nanoemulsdo de GNPs com
extrato de Cannabis sativa (200mg/kg).

3.5 Lesédo Epitelial

O modelo de leséo epitelial aguda foi induzido como descrito por Carvalho
et al. (2006). Em todos os animais foi retirado segmento de pele total no dorso dos
animais. Os animais foram anestesiados com isoflurano 4%. A regido medial-dorsal,
entre a linha infraescapular e a cauda, foi removida com uma incisdo cirdrgica de
forma circular com diametro de aproximadamente 2cm?.

O modelo de lesdo epitelial crénica foi induzido como descrito por Holzer-
Geissler (2022). O modelo utiliza o Resiquimod como indutor de leséo crbnica, sendo
esse um membro das imidazoquinolaminas, e agonista dos receptores TLR 7 e 8 que
induz a producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como interferon, TNF-a e outras
(Holzer-Geissler et al., 2022).

O Resiquimod R848 (tIrl-r848) foi dissolvido em &gua estéril sem endotoxinas
para gerar uma solucdo estoque de 5mL de Resiquimod (15,9mM). A solucdo de
trabalho de Resiquimod consistiu em 593uL de agua deionizada, 7,5uL de Tween 80
(9005656), 750uL de propilenoglicol (82280) e 135uL da solucdo estoque de
Resiquimod R848 (1,4mM). A solucéo de trabalho foi preparada em um tubo de 3mL
e aplicada em todas as feridas.

Os animais foram anestesiados com isoflurano 4%. Cada camundongo recebeu
uma incisao cirargica de forma circular com diametro de aproximadamente 2cmz2,
100puL da solucdo de trabalho de Resiquimod R848 1,4mM foram aplicados
topicamente por 4 dias. Apos 6 dias do ultimo dia de aplicagéo de Resiquimod, iniciou-

se o tratamento dos animais.

3.6 Tratamento

Posteriormente aos 4 dias de inducéo da leséo crbnica, foram esperados 6 dias
para o desenvolvimento da les@o. Os tratamentos foram iniciados entdo no sétimo dia

apos a ultima aplicacdo do Resiquimod, e realizados diariamente até o sétimo dia. Foi
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utilizada uma nanoemulsao de GNPs (20 nm, 12,5 ug/mL), com extrato de C. sativa.
O tratamento topico teve duracao de 7 dias, onde foi aplicado diariamente 500 ul de
extrato de C. sativa em gel ou nanoemulsédo de GNPs com extrato de C. sativa e, ap0s
a aplicacéo, foi esperado 10 minutos para absorcao antes da devolucdo dos animais
as suas respectivas caixas. Apos 24 horas do ultimo dia de tratamento tdpico, os
animais foram anestesiados com isoflurano 4% e mortos por decapitacdo em
guilhotina (figura 2). Em seguida, a pele/lesdo de 5 animais de cada grupo foi retirada
com margem de seguranca de 0,5 cm para analise histopatologica. O restante foi

destinado para andlises bioquimicas e moleculares.

Inducao Inicio dos
Lesao Epitelial tratamentos Eutanasia

Anilise tamanho da ferida Anilise tamanho da ferida

Periodo de
tratamento

Aplicacao diaria

Tricotomia de Resiquimod

Anilise tamanho

Periodo de da ferida

desenvolvimento
da lesao (6 dias)

Figura 2. Desenho experimental (Figura elaborada pelo autor, 2024). No dia anterior a indugéo da leséo
epitelial (denominado como dia 0 na figura), procedeu-se a tricotomia dos animais. No dia 1, realizou-
se a inducdo da lesdo epitelial e a analise fotografica para mensuracdo do tamanho das feridas. Ao
longo dos 4 dias subsequentes, aplicou-se Resiquimod diariamente. A partir do 4° dia, iniciou-se o
periodo de desenvolvimento da lesdo, com duracéo de 6 dias. O periodo de tratamento ocorreu entre
os dias 11 e 17. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo dia de tratamento (no 18° dia), os animais foram
submetidos a eutanasia.

3.7 Eutanasia

Ap6s 24 horas do ultimo tratamento, os animais foram anestesiados com
isoflurano 4% e foram levados a eutanasia por decapitacdo. A partir disso, a borda
externa da ferida foi cirurgicamente removida e imediatamente processada e
armazenada em freezer -80 °C para posteriores analises bioquimicas,
histopatoldgicas e moleculares. As carcagas dos animais foram acondicionadas em
sacos plasticos brancos proprios para descarte de material biolégico e armazenado
em freezer em uma camara de congelamento cientifica com temperatura -20° C, da
UNESC, até o recolhimento pela empresa responsavel. Todos os pesquisadores
envolvidos no projeto utilizaram equipamento de protecdo individual requerido para

cada etapa do estudo.
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3.8 Anélise Do Tamanho Das Feridas

O método fotografico é uma alternativa precisa para aferir a area da ferida,
revelando-se uma técnica adequada para feridas em diversas condicfes, sejam elas
limpas, contaminadas ou ndo. Fotografias digitais das feridas foram capturadas em
uma resolucéo de 3264x2448 pixels e posteriormente analisadas utilizando o software
IMAGEJ® 1.51. As imagens das lesbes foram adquiridas nos dias 1, 11 e 18 do
tratamento, permitindo uma avaliac&o visual da evolugcao do processo de cicatrizacao,
além de possibilitar a mensuracao de suas dimensfes (area, comprimento e largura).
Essas medidas foram calculadas com base na varia¢do das areas das feridas ao longo
desse periodo, expressas em centimetros quadrados. Para garantir a consisténcia dos
resultados, todas as mensuragOes foram realizadas pelo mesmo pesquisador, que

efetuou cinco medicBes para cada ferida e utilizou o valor médio como representativo.

3.9 Andlise Histolbgica

As amostras de tecido cutaneo de cinco animais por grupo foram embebidas
em solucéo de paraformaldeido (PFA) a 10% em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,4). As
amostras retiradas foram fixadas por 48 horas na mesma solucdo (PFA 10%), e
posteriormente incluidas em parafina apés desidratacdo e clareamento, e
seccionadas em cortes de 5um de espessura. Quantificagdes histoldégicas da
infiltracdo de leucdcitos foram realizadas com hematoxilina-eosina. As laminas foram
lidas em microscopio 6ptico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA), com aumento de
200x, e foram capturados quatro campos oculares por corte (4 animais/grupo). As
imagens foram gravadas com o auxilio da camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville,
NY, EUA) e analisadas no software NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA),
considerando a coloracdo nuclear de células inflamatorias (HeE). Os dados foram
expressos como densidade Optica (OD).

3.10 Testes Moleculares e Bioquimicos

3.10.1RT-PCR

A expresséao génica do colageno tipo Il e da fibronectina foi analisada por meio
de PCR em Tempo Real. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente
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TRIzol® (Life Technologies), seguindo rigorosamente os protocolos fornecidos pelo
fabricante. O RNA extraido foi dissolvido em 30ul de agua Milli-Q tratada com 0,1%
DEPC (Sigma), consolidado em um tubo Unico e armazenado a -20°C. A quantificacéo
do RNA total foi efetuada por espectrofotometria nas absorbancias de 260 nm e 280
nm, sendo a razéo entre 260/280 nm utilizada para verificar possiveis contaminacées
por proteinas. Foram considerados de alta qualidade os RNAs cuja razéo 260/280 nm
estivesse entre 1,8 e 2,0. Posteriormente, a sintese do DNA complementar (cDNA) foi
conduzida por meio da transcriptase reversa M-MLV, que gera uma fita de cDNA a
partir do RNA de fita simples. Por fim, a PCR em tempo real foi realizada utilizando o
corante SYBR Green, conhecido por se ligar de forma especifica ao DNA de fita dupla,
permitindo a deteccédo do produto amplificado em tempo real a medida que os ciclos

da reacdo avancam (Bustin, 2002).

3.10.2 Marcadores Inflamatérios

Com o objetivo de quantificar a concentragdo de citocinas inflamatérias nos
tecidos de interesse, foi empregado o método de imunoensaio de imunoabsorcdo
enzimatica (ELISA), utilizando a técnica de sanduiche indireto (DuoSet ELISA) e
amostras das estruturas avaliadas em duplicatas. Primeiramente, as amostras foram
homogeneizadas em um tampao de lise contendo inibidores de proteases, visando
preservar o conteldo proteico das amostras. Apds o preparo adequado das amostras,
as placas de ELISA foram sensibilizadas com um anticorpo de captura especifico,
diluido na propor¢cdo de 1:100, e deixadas em incubacdo durante a noite a uma
temperatura de 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com tampéao de
lavagem contendo Tween 20 e NaCl, bloqueadas com ELISA/ELISPOT Diluent e
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras dos
tecidos de interesse foram pipetadas em duplicata na placa, utilizando 100 ul sobre os
respectivos anticorpos de captura. Ap0s uma incubacao de duas horas, as placas
foram submetidas a uma nova lavagem para remover ligacdes inespecificas. Na etapa
seguinte, foi adicionado o anticorpo de deteccdo, que se ligou aos antigenos da
amostra, formando um "sanduiche" de anticorpo e amostra. Apds nova incubagéo a
temperatura ambiente e lavagem subsequente, foi adicionada uma solugcéo contendo
uma enzima peroxidase (HRP), seguida pelo substrato cromogénico,

tetrametilbenzidina (TMB). A presenca da HRP resultou em uma coloragdo azul
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especifica na presenca do TMB. Para interromper esta reacao, foi adicionado acido
sulfarico diluido (50ul por pogo). As concentragdes das citocinas inflamatorias (TNF-
a, IL-1B, IL-4, IL-10) e fatores de crescimento (TGF-B) foram determinadas pela leitura

da absorbancia a 450 nm em um espectrofotémetro (BIO-RAD, modelo 680).

3.10.3Parametros de Estresse Oxidativo
3.10.3.1 Oxidantes

A producéo de hidroperéxidos foi determinada pela formacao intracelular de
2',7'-diclorofluoresceina (DCFHDA) a partir da oxidacdo do diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) por ERO de acordo com o método descrito por
Lebeland e Bondy (1992).

A producéo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do metabdlito
estavel nitrito. Para mensurar o contetdo de nitrito, as amostras foram incubadas com
reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em
temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia medida a 540nm. O contetdo
de nitritos foi calculado com base numa curva padrédo de 0 a 100 nM realizada com o
metabdlito nitrito de sodio (NaNO2). Os resultados foram calculados em pmol
Nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.10.3.2 Marcadores de Danos Oxidativos

A oxidacdo de proteinas foi determinada mediante a quantificacao de proteinas
carboniladas através da reacado de grupos carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa
reacao gera a formacéo de hidrazonas correspondentes. O conteudo de carbonilas foi
determinado espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por
Levine et al. (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteina
empregando o coeficiente de extingdo molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M-1.
cm-1.

Para determinar grupamentos tidis totais na amostra utilizou-se o reagente de
cor (DTNB), que reduziu os grupos tiois gerados, formando um derivado amarelo
(TNB), que foi mensurado espectrofotometricamente em um aparelho Spectramax a
412 nm (Aksenov e Markesbery, 2001).
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3.10.3.3 Atividades das Enzimas Antioxidantes

A atividade da Superoxido Dismutase (SOD) foi determinada pela inibicdo da
auto-oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente (480nm) segundo
Bannister e Calabrese (1987). As amostras de homogenato de tecido epitelial foram
homogeneizadas em tampéo de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15ul foram retiradas
da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de agua destilada), tampé&o de
glicina 175-185mL (0,75g em 200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5 ul
adrenalina (60mM em &gua destilada +15 ml/ml de HCI fumegante) foram adicionados.
As leituras foram realizadas por 05 min. em intervalos de 10s e medido
espectrofotometricamente a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD
por miligrama de proteina (U/MG de proteina).

Os niveis de glutationa (GSH) foram determinados como descrito por Hissin e
Hilf (1976), com algumas adaptac¢des. O nivel de GSH foi mensurado no homogenato
de tecido epitelial apos precipitacdo de proteina com 1mL proteina de &acido
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampéo de fosfato 800mM,
pH 7,4 e 500pum DTNB. A absorbancia foi lida a 412nm depois de 10min. Uma curva

padrdo de glutationa reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH nas amostras.

3.10.34 Determinacdes do Conteudo Proteico

O teor de proteina a partir do tecido homogeneizado foi ensaiado utilizando
albumina de soro bovino como um padrao, de acordo com Lowry (1951). O reagente
Folin fenol foi adicionado para ligar-se a proteina e foi lentamente reduzido passando

de amarelo para azul. A absorbancia foi lida a 750nm.

3.11 Procedimento Para Analise De Dados

Os dados foram expressos em média e erro padrdo meédio e analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post
hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico foi de P <

0,05. Foi utilizado o GraphPad Prism 7 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo das GNPs

A figura 2 mostra a Andlise de Espectrofotbmetro UV-Vis, confirmando a
formacdo das GNPs. A analise UV-Vis mostrou picos maximos de absorcéo
caracteristicos de GNPs (525 nm). O comprimento de onda obtido confirma a
formacdo de nanoparticulas metalicas. Na tabela 1 encontram-se os resultados da
distribuicdo de tamanho médias e potencial zeta dos diferentes géis. O resultado
indica alta estabilidade coloidal, com valores mais negativos na formulacdo em gel. A
figura 3 analisa os grupos funcionais presentes nos géis e para isso foi usada a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR). A imagem
mostra que as formulagdes ndo tiveram reacfes quimicas entre si, mantendo a
integridade e funcdes bioldgicas dos grupos funcionais.

0,254
525nm
0,204
0,151

0,10

Absorbance (abs)

0,05

0,00

400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Figura 2: Espectro de absorbancia por UV-Vis das nanoparticulas de ouro, com pico em 525
nm, indicando a ressonancia do plasmom de superficie.

Nanoemulsdo GNP+C. safiva -40.6 ¥ 1.05 (mV)
Nanoemulsdo GNP+C. sativa + gel -75.8 ¥4.15 (mV)

Tabela 1: Potencial zeta das nanoemulsdes contendo GNPs e Cannabis sativa, indicando alta
estabilidade coloidal, com valores mais negativos na formulagdo em gel.
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Figura 3: A imagem mostra a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR).

4.2 Analise da contracédo da ferida

Em relacéo a area de contracdo da ferida, representada na figura 4, no 11° dia
apos a inducdo do modelo de ferida cronica e antes do inicio dos tratamentos,
observou-se que todos os grupos apresentaram menor area de contracdo da ferida
guando comparados ao grupo FA (valor de p < 0,05). No 25° dia, que caracteriza o
décimo dia apds os devidos tratamentos, observou-se que o grupo FC apresentou
menor area de contracao da ferida quando comparado com o grupo FA (p<0,05). Além
disso, todos os grupos tratados apresentaram maior area de contracdo da ferida
guando comparados ao grupo FC, sendo que os grupos FC + C200mg, FC +
NanoC50mg, FC + NanoC100mg e FC + NanoC200mg apresentaram valor de
p<0,001.
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Figura 4. Andlise da contracdo da ferida em cm? nos diferentes grupos de tratamento. A figura A
representa a area de contracéo da ferida no 11° dia. A figura B representa a area de contracao da ferida
no 18° dia. Os dados sao apresentados em Média = EPM, no qual: * p < 0,5 v.s Grupo Ferida Crdnica
(FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; *** p < 0,001 v.s Grupo FC; e p < 0,0001 v.s Grupo FC; e # p< 0,05 v.s
Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.3 Analise Histoldgica

Na figura 5A observa-se imagens representativas de cortes histologicos da
ferida, corados com HeE, e na figura 5B as quantificagcbes da média de niumero de
infiltrado inflamatdrio. Os resultados demonstram aumento significativo nos grupos
FC, FC + C50mg e FC + C100mg em relagédo ao grupo FA (p < 0,05). Contudo os
grupos FC + NanoC50mg, FC + NanoC100mg e FC + NanoC200mg demonstraram

diminuicao significativa em relagcéo ao grupo FC (p < 0,001).
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Figura 5. Analise histolégica do influxo de células inflamatdrias nos diferentes grupos de tratamento. A
figura A apresenta as imagens representativas dos grupos experimentais. A figura B representa
guantitativamente o influxo de células inflamatérias. Os dados séo apresentados em Média £ EPM, no
qual: * p < 0,5 v.s Grupo Ferida Crénica (FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; *** p < 0,001 v.s Grupo FC; e
p <0,0001 v.s Grupo FC; e # < 0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma via seguido
de teste post hoc de Tukey).
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4.4 Andlise de expressao génica por PCR

Para avaliacdo da expresséo génica de NRF2, colageno tipo | e coldgeno tipo
Il foi realizada a técnica de PCR (figura 6). O grupo FC apresentou menor expressao
guando comparado ao grupo FA apenas na analise de NRF2 (figura 6A, p <0,05). Ao
analisar os resultados dos grupos tratados, os grupos FC + C100mg, FC + C200mg e
FC + NanoC200mg apresentaram aumento significativo na expressao génica de NRF2
guando comparado ao grupo FC (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa em
relacdo ao nivel de colageno tipo | (figura 6B).

Em relacdo ao colageno tipo Il (figura 6C), o grupo FC + NanoC200mg
demonstrou um aumento significativo em relagcdo a FA (p < 0,05) e um aumento

significativo em relacéo ao grupo FC (p < 0,001).
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Figura 6. Analise da expressédo génica de NRF2 (figura 6A), colageno tipo | (figura 6B) e colageno tipo
Il (figura 6C) por PCR nos diferentes grupos de tratamento. Os dados séo apresentados em Média +
EPM, no qual: * p < 0,5 v.s Grupo Ferida Crénica (FC) e # < 0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA). (h=12)
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.5 Analise de citocinas pré-inflamatorias

Na figura 7 estdo representados 0s niveis proteicos de citocinas pro-
inflamatérias TNF-a (figura 7A) e IL-1B (figura 7B). Na figura 7A observa-se que o
grupo FC apresentou aumento significativo dos niveis de TNF-a quando comparados
ao grupo FA (p < 0,05), ja nos grupos FC + C200mg (p < 0,05), FC + NanoC50mg e
FC + NanoC200mg (p < 0,01) os niveis proteicos dessa citocina diminuiram quando
comparados ao grupo FC.

Na figura 7B, o grupo FC, FC + C50mg e FC + C100mg apresentaram aumento
dos niveis proteicos de IL-1B (p<0,05) comparados ao grupo FA. No entanto, os
grupos FC + C50mg (p < 0,05), FC + C200mg e FC + NanoC100mg (p < 0,01), FC +
NanoC50mg (p < 0,001) e FC + NanoC200mg (p < 0,0001) apresentaram diminui¢ao

nos niveis de IL-18 comparados ao grupo FC.
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Figura 7. Quantificacdo dos niveis proteicos de citocinas pro-inflamatérias TNF-a (figura 7A) e IL-18
(figura 7B) nos diferentes grupos de tratamento. Os dados sédo apresentados em Média + EPM, no qual:
*p < 0,5 v.s Grupo Ferida Crdnica (FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; *** p < 0,001 v.s Grupo FC; & p <
0,0001 v.s Grupo FC; e # < 0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma via seguido de
teste post hoc de Tukey).
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4.6 Andlise de citocinas anti-inflamatérias

A figura 8 demonstra os resultados referentes aos niveis proteicos de citocinas
anti-inflamatorias IL10 (Fig. 8A), IL 4 (Fig. 8B) e fator de crescimento TGF- (Fig. 8C).
Os grupos FC, FC + C50mg, FC + C100mg e FC + NanoC50mg apresentaram
diminuicao significativa de IL10 em relacéo ao grupo FA (figura 8A). Todavia os niveis
de IL10 apresentaram-se maior nos grupos FC + C200mg, FC + NanoC100mg e FC
+ NanoC200mg (p < 0,05) quando comparados ao grupo FC. No entanto, quando
analisados os niveis proteicos de IL4, apenas o grupo FC + NanoC200mg (p < 0,05)
apresentou aumento nos niveis desse marcador quando comparados ao grupo FC.
Os demais grupos apresentaram uma diminuicao significativa em relacdo ao grupo FA
(p < 0,05).

Na analise dos niveis do fator de crescimento TGF- (figura 8C), apenas o0s
grupos FC + NanoC100mg e FC + NanoC200mg apresentaram aumento significativo

em relacdo ao grupo FC (p < 0,05).
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Figura 8. Quantificacdo dos niveis proteicos de citocinas antiiinflamatoérias IL10 (figura 8A), IL4 (figura
8B) e TGF-B (figura 8C) nos diferentes grupos de tratamento. Os dados séo apresentados em Média +
EPM, no qual: * p < 0,05 v.s Grupo Ferida Crénica (FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; ** p < 0,001 v.s
Grupo FC; e p <0,0001 v.s Grupo FC; e # < 0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma
via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.7 Anéalise do nivel de oxidantes

Os niveis de DCF e nitrito foram utilizados como parametros oxidativos (figura
9). Em relacdo os niveis de DCF (figura 9A) os grupos FC, FC + C50mg, FC +
C100mg, FC + C200mg, FC + NanoC50mg apresentaram um aumento quando
comparados ao grupo FA (p < 0,05). O contrario foi observado nos grupos FC +
NanoC100mg (p < 0,05) e FC + NanoC200mg (p < 0,01), onde os niveis de DCF
diminuiram significativamente quando comparados ao grupo FC.

Na figura 9B os niveis de nitrito apresentaram-se aumentados no grupo FC (p
< 0,05) quando comparado ao grupo FA. E apenas o grupo FC + NanoC200mg (p <

0,05) apresentou diminuicdo significativa desses niveis comparados ao grupo FC.

+

DCF
(U Fluorescéncia/mg proteina)

0 B3 Ferida Aguda (FA)
o B Ferida Crénica (FC)
» 0.1
vat. Ea FC + C50mg
B3 FC + C100mg
B FC + C200mg
4= " mm FC + NanoC50mg
’§ = FC + NanoC100mg
2 3- ¥ FC + NanoC200mg
g
o | B - B e
£ 2- 2 —
= —
e —
£ 14 =
: =
0- —_—

Figura 9. Quantificacdo dos niveis de oxidantes: DCF (figura 9A) e Nitrito (figura 9B) nos diferentes
grupos de tratamento. Os dados sédo apresentados em Média + EPM, no qual: * p < 0,05 v.s Grupo
Ferida Crbnica (FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; *** p < 0,001 v.s Grupo FC; e p < 0,0001 v.s Grupo FC;
e # < 0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de
Tukey).
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4.8 Marcadores de dano oxidativo e antioxidantes

A figura 10 apresenta os marcadores de dano oxidativo e os niveis de enzimas
antioxidantes. Como marcadores de dano oxidativo foram analisados os niveis de
carbonil (figura 10A) e o conteudo de sulfidrila (figura 9B). Em relacdo a carbonilacdo
de proteinas o grupo FC apresentou aumento significativo em relagéo ao grupo FA (p
< 0,05). J4 os grupos tratados apresentaram diminuigdo significativa nos niveis desse
marcador sendo os grupos FC + C50mg (p < 0,01), FC + C100mg, FC + C200mg e
FC + NanoC200mg (p < 0,001), FC + NanoC50mg e FC + NanoC100mg (p < 0,05)
guando comparados ao grupo FC. A figura 10B representa o conteudo de sulfidrila,
onde somente o grupo FC + NanoC200mg apresentou aumento significativo quando
comparado ao grupo FA (p < 0,001).

Na figura 9C a atividade de GSH apresentou-se diminuidas em todos 0s grupos
comparados ao grupo FA (p < 0,05), exceto o grupo FC + NanoC200mg. A atividade
de superodxido dismutase esta representada na figura 10D, em que demonstra uma
diminuicao significativa no grupo FC quando comparados ao grupo FA (p < 0,05). Os
grupos FC + NanoC100mg (p < 0,0001) e FC + NanoC200mg (p < 0,05) apresentaram

aumento significativo em relagéo ao grupo FC.
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Figura 10. Analise dos marcadores de dano oxidativo: Carbonil (figura 10A) e Contetdo de Sulfidrilas
(figura 10B) e de defesa antioxidante: GSH (figura 10C) e SOD (figura 10D) nos diferentes grupos de
tratamento. Os dados s&o apresentados em Média + EPM, no qual: * p < 0,05 v.s Grupo Ferida Cronica
(FC); ** p < 0,01 v.s Grupo FC; *** p < 0,001 v.s Grupo FC; e p < 0,0001 v.s Grupo FC; e #<0,05v.s
Grupo Ferida Aguda (FA). (n=12) (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).



39

5 DISCUSSAO

A patogénese de feridas crbnicas esta associada a diversas respostas
fisiologicas alteradas que sdo comprometidas e juntas falham em resolver o processo
regenerativo. Nesse contexto se incluem estresse oxidativo e condi¢des de inflamacéo
sustentada com niveis aumentados de citocinas pro-inflamatoérias. S&o mecanismos
com alta complexidade que tém uma grande contribuicdo para a migracao e
diferenciacéo celular prejudicada (Zhao et al., 2016). Entre as principais dificuldades
no tratamento de feridas epiteliais esta o desafio no tratamento para que o0 processo
de cicatrizagdo nao seja retrocedido com um processo de cicatrizacdo
excessivamente atrasado e incompleto (Gould et al., 2015). A literatura evidencia uma
alta prevaléncia (Freitas et al., 2011) e incidéncia (Luz et al., 2010; Souza et al., 2010)
de feridas em idosos institucionalizados e em pacientes hospitalizados no Brasil
(Vieira et al., 2018). No entanto, essa condi¢do néo se restringe apenas aos idosos,
acometendo a populacdo em geral e configurando-se como um problema de saude
publica devido aos elevados indices e custos associados ao tratamento (Morais et al.,
2008). A extenséo prolongada da fase inflamatoria € uma das principais causas que
impedem a formacdo adequada do tecido de granulagcdo, aumentando a
vulnerabilidade a infec¢des (Zhao et al., 2016). Portanto, o presente estudo é proposto
para desenvolver estratégias terapéuticas capazes de ajustar a resposta inflamatéria
e atuar de forma integral em diferentes fases da regeneracao tecidual.

A maioria dos modelos de feridas pré-clinicas disponivel atualmente ndo levam
em consideracéo a inflamacdo prolongada e, portanto, consistem basicamente em
modelos de feridas agudas, que ndo retratam as condicdes clinicas observadas na
cicatrizacdo de feridas cronicas (Velnar et al., 2009). Sendo assim, a fim de mimetizar
o ambiente inflamatério disfuncional presente nas feridas cronicas, foi utilizado
Resiquimod de forma topica. Este medicamento pertence a classe das
imidazoquinolinaminas e € um agonista dos receptores TLR 7 e 8, capaz de estimular
a producéo de TNF-a e outras citocinas (Dockrell e Kinghorn, 2001). Esse composto
€ empregado no tratamento tépico de lesGes cutadneas, embora seu uso esteja
associado a inflamacéo local como efeito colateral (Holzer-Geissler et al., 2022;
Stockfleth et al., 2019). Com base nisso este estudo analisou como a inflamacéao
prolongada pode afetar o processo de cicatrizagédo de feridas. A condi¢éo inflamatoria

foi avaliada através da medicdo da area de contracdo da ferida, juntamente com
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analises histoldgicas, niveis de expressao génica de colageno tipo Il e mediadores
inflamatorios.

Ao mensurar e quantificar a area total da lesdo em cmz, os resultados desta
pesquisa demonstram que todos 0s grupos apresentaram maior contracdo da ferida
guando comparado ao grupo Ferida Aguda (FA), com destaque maior para 0s grupos
tratados com alta concentracdo de extrato de C. sativa e 0s grupos tratados com
nanoemulsdo GNPs e extrato de C. sativa. Segundo Baswan et al. (2020) o processo
de fechamento de feridas é influenciado pela sinalizacdo do sistema endocanabindide,
pois modula a proliferacdo e diferenciacao epidérmica, as funcdes dos fibroblastos e
melhora a inflamacéo cutanea. Entretanto este resultado indica que apesar da C.
sativa atuar de forma importante na reducéo da area da ferida através de seus efeitos
bioestimulatorios, os tratamentos associados com GNPs se mostraram mais eficazes
na reducéo do tamanho da ferida.

Estudos recentes demonstraram que as GNPs apresentam a capacidade de
suprimir a inflamacédo, melhorar a angiogénese e promover a regeneracao tecidual
(Xu et al., 2020). Esses efeitos estdo associados as suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias, que tornam as GNPs promissoras no tratamento de doencas
inflamatorias e les@es teciduais (Akhtar et al., 2020). Os mecanismos subjacentes a
atividade anti-inflamatéria das GNPs incluem a inibicdo da ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-kB) e a reducao na expressao de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-
18 e TNF-a (Zhao et al., 2021). Adicionalmente, as GNPs tém sido aplicadas para
estimular a formacao de vasos sanguineos, reduzir o estresse oxidativo e modular a
funcao dos fibroblastos (Chang et al., 2020).

A aplicacdo bioldgica das GNPs tem apresentado resultados promissores,
gracas as suas propriedades de funcionalizacéo, biocompatibilidade, permeabilidade
celular facilitada e elevada capacidade de potencializar o efeito terapéutico de
farmacos, influenciando a farmacocinética, a biodistribuicdo ou a absorgdo celular
(Bhattacharya, 2008; Arvizo et al., 2012). Isso se deve a complexidade dos eventos
celulares simultaneos presentes na fisiopatologia da ferida crénica, demandando o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas combinadas que atuem em diferentes
etapas do processo regenerativo (Patel et al., 2019).

No processo inflamatério sinais quimicos sdo emitidos por microorganismos
mortos e por células locais, como macréfagos, neutréfilos e eosindfilos levando ao

influxo desses microorganismos ao local lesado (Broughton et al., 2006). As pesquisas
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demonstraram que as GNPs e o extrato de C. sativa podem ser terapias seguras e
eficientes para diminuir a inflamacao e potencializar a cicatrizagéo de feridas (Sunda
et al., 2020; Yao et al., 2022; Casagrande et al., 2023). Fato esse que pode ser
confirmado a partir da analise histologica do presente estudo, onde € possivel
observar que o tratamento mostrou diminuicdo significativa do influxo de células
inflamatorias nos grupos tratados com nanoemulsdo de GNPs com extrato de C.
sativa. Assim como na analise do nivel de citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e 1L1f,
onde evidenciou-se uma diminuicdo significativa nos grupos tratados com GNPs e
também no grupo tratado com alta concentracéo de extrato C. sativa.

A modulagéo da infiltracdo leucocitéria por meio das nanoparticulas evidencia
a capacidade de controlar a fase inicial do processo inflamatério. Esse efeito é
alcancado pela significativa reducao da interacdo entre os leucécitos e o endotélio,
mediada pela diminuicdo na expressdo de moléculas de adesdo, o que limita o
recrutamento dessas células ao espaco intersticial (Aili et al., 2023). Além disso, a
reducao do infiltrado inflamatorio esta diretamente associada a inibicao da fosforilacao
de IkBa e a supressao da expressao ou atividade do NFkB (Liu et al., 2017). Como
resultado, observa-se uma menor presenca de leucdcitos polimorfonucleares nos
tecidos, assim como uma reducéo na expressédo de ICAM-1 nas células endoteliais, 0
que compromete a adesado firme dos neutrofilos a superficie endotelial. Esses
mecanismos culminam em uma atenuacdo da resposta inflamatdria exacerbada,
promovendo um processo de reparo mais eficiente e controlado (Aili et al., 2023).

Nas feridas crbnicas, os estimulos nocivos sao variados e recorrentes, 0 que
amplifica a resposta inflamatoria e resulta em uma infiltracdo excessiva de neutrofilos
no local da lesdo (Zhao et al.,, 2016). Esse acumulo de neutréfilos intensifica a
fagocitose, levando a uma producédo elevada de EROs. Como consequéncia, ocorre
dano direto a matriz extracelular (MEC), senescéncia celular prematura e,
principalmente, um desequilibrio na secrecdo de citocinas pro-inflamatorias,
guimiocinas, proteases e seus inibidores (Eming et al., 2007).

Além disso, os macréfagos com fendtipo pro-inflamatério (M1) também
contribuem para essa desregulacdo ao produzir citocinas como IL-1B e TNF-a, que
aumentam a sintese de metaloproteinases de matriz (MMPSs) e reduzem o0s niveis de
inibidores teciduais (TIMPs) (Mast, 1996). Esse desequilibrio continuo favorece a
degradagcédo da MEC, prejudica a migragao celular e diminui a proliferacdo de

fibroblastos. Como resultado, formam-se subprodutos que ativam cascatas de
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sinalizacao inflamatéria, alimentando um processo inflamatério persistente e dificil de
resolver (Zhao et al., 2016). Recentemente, no estudo realizado por Ni et al. (2019),
foi demonstrado que as GNPs podem controlar a resposta inflamatoria por meio da
regulacdo dos fenotipos de macrofagos (M1 e M2) e, portanto, gerar um
microambiente com niveis reduzidos de citocinas pro-inflamatoérias e maior numero de
citocinas anti-inflamatorias (Mendes et al., 2022). Em adi¢&o, a agao anti-inflamatoria
pode estar relacionada aos efeitos atribuidos a sua capacidade de inibir a ativacao do
NF-kB (Wang, Chang e Wu, 2018), uma vez que a inibicdo do NF-kB é conhecida por
regular negativamente a expressao de COX-2 e iNOS, suprimindo, assim, a resposta
inflamatdria (Karthikeyan, Senthil e Min, 2020). Outro mecanismo sugerido envolve a
interacdo direta das GNPs com a IL-1B, inibindo sua ligacdo ao receptor
correspondente, conforme demonstrado por Mendes et al. (2020). Neste estudo, 0 uso
de GNPs na cicatrizacao de feridas resultou na reducéo de citocinas pré-inflamatorias
e no aumento das citocinas anti-inflamatorias, corroborando os achados do presente
estudo.

Associado a isso, Naya (2024) mostrou que o CBD, um dos canabinéides mais
estudados presentes na C. sativa, pode mitigar respostas inflamatérias por meio de
uma modulagdo multifacetada de componentes-chave dentro da rede de sinalizacao
NF-kB e interagdes com outros fatores de transcricdo relevantes. Além de impactar a
interacdo entre fatores de transcricdo, como o0 NRF2 e NF-kB, aumentando a
expressao de ativadores de NRF2 e promovendo sua atividade transcricional, por fim,
inibindo a via NF-kB.

Concomitante a diminuigdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, observou-
se aumento dos niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 principalmente nos grupos
que receberam tratamento com nanoemulsdo de GNPs com extrato de C. sativa.
Paralelo a isso os resultados mostraram que o tratamento com nanoemulséo de GNPs
e extrato de C. sativa com 200mg aumentaram significativamente os niveis de IL-4 em
relacdo ao grupo FA. Dentre os mecanismos que atuam na modulagéo de respostas
inflamatodrias exacerbadas, destaca-se a producdo de citocinas anti-inflamatérias
(Lobo et al., 2016). Os macroéfagos, por sua vez, podem assumir diferentes perfis de
ativacdo. Quando apresentam o fenotipo M1, eles produzem mediadores pro-
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas, ERO e prostaglandinas. Por outro lado, em
ambientes com IL-4 e IL-13, os macrofagos se diferenciam no fenétipo M2,

caracterizado pela producéo de IL-10. Esse perfil anti-inflamatorio exerce um papel
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fundamental na inibicdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias e esta associado a
resolucdo da inflamacao, a fagocitose e ao reparo de tecidos danificados (Korns et al.,
2011; Park et al., 2022).

Dessa forma, a nanoemulsado de GNPs com extrato de C. sativa desempenha
um papel integrado na modulac&o da inflamacao e na promocéao da fase proliferativa
da cicatrizagdo, por meio da expresséo de fatores de crescimento, como o TGF-3.
Esse fator € responsavel por regular o crescimento e a diferenciacéo celular durante
0 processo de cicatrizacdo de feridas (Oyobode et al., 2021). Os resultados do
presente estudo mostraram que os grupos FC + NanoC100mg e FC + NanoC200mg
apresentaram um aumento significativo de TGF-f em comparagado com o grupo FA.
Resultado semelhante foi obtido por Urrutia-Ortega (2024), onde o tratamento topico
de extrato full spectrum de C. sativa aumentou os niveis de TGF-f em feridas por
gueimaduras em camundongos. O efeito da planta soma-se ao efeito das GNPs, como
mostra outro estudo, de Mendes et. al. (2022) que relatou o aumento de TGF- nas
feridas de ratos Wistar tratados com GNPs. O TGF-B, por sua vez, estimula a
producdo de colageno em fibroblastos da pele, promovendo a transicdo de
fibroblastos para miofibroblastos, principalmente por meio da ativacdo da via
intracelular da proteina SMAD (Dang et al., 2011).

Estudos in vitro demonstram que o TGF-B favorece a formacéo de tecido de
granulacdo ao aumentar a expressdo de genes associados a sintese da matriz
extracelular (MEC), como fibronectina e seu receptor (Greenwel et al., 1997). Além
disso, ele regula positivamente o fator de crescimento angiogénico VEGF, essencial
para a formacdo de novos vasos sanguineos (White et al., 2000; Goldberg et al.,
2007). Além disso, os genes que codificam as metaloproteinases de matriz (MMPS)
possuem um elemento inibidor dependente de TGF- em sua regiao promotora, o que
reduz a expressao dessas enzimas e evita a degradacédo excessiva do colageno (Patel
et al., 2019).

Quando observados os resultados de PCR, observa-se que o tratamento com
nanoemulsdo de GNPs com extrato de C. sativa 200mg foi eficiente no aumento da
expressao génica de colageno tipo lll. Ja foi demonstrado que o tratamento com GNPs
contribui para 0 aumento significativo na expressao de colageno, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) na cicatrizagao de feridas (Kim et al., 2015; Lau et al.,
2017). Assim, sugere-se que os efeitos dessas nanoparticulas podem ter sido

potencializados com os efeitos do extrato de C. sativa. Somado a isso, estudos
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indicam que o tratamento com CBD causa alteragfes na expressao de varios genes
em fibroblastos humanos, associados a formacao de matriz extracelular contendo
colageno, aumentando sua sintese e deposicdo (Bouarfa et al., 2024; Toth et al.,
2019).

No processo de reparo tecidual, a fase inflamatéria é marcada pela alta
atividade fagocitica, pelo aumento do consumo de oxigénio e pelo comprometimento
funcional das mitocondrias. Estas condicGes favorecem a formacdo de EROs que
evoluem para um estado de estresse oxidativo, o qual prejudica o reparo. Observou-
se que somente os grupos FC + NanoC100mg e FC + NanoC200mg mostraram
efeitos sobre a reducédo de niveis dos marcadores oxidativos de DCF em comparacéo
ao controle, além disso, o grupo FC + NanoC200mg também mostrou uma diminuicéo
significativa no nivel do nitrito.

Segundo Borrelli et al. (2009) o CBD inibe a producédo de 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e 6xido nitrico (NO). Associado a isso, no estudo de Elsilk et al.
(2022), foi relatado que as GNPs sdo muito importantes na diminuicdo das
consequéncias da sintese excessiva de 6xido nitrico (NO) no organismo, podendo ser
capazes de reduzir a sua sintese. Sua acao de remocéao pode ainda interromper uma
cascata de efeitos nocivos gerados em consequéncia da excessiva sintese de NO,
tais como a maior permeabilidade vascular, a desnaturacdo de proteinas e as
mudancas estruturais nas membranas celulares, todos atuando positivamente em
processos inflamatérios. Estudos também indicam que as GNPs possuem
propriedades anti-inflamatorias, prevenindo a desnaturacdo de proteinas e utilizando
o NO para neutralizar a toxicidade dos radicais livres (Mendes et al., 2022).

A inducdo de estresse oxidativo é uma alteracdo esperada no modelo
experimental envolvendo a Resiquimod, uma vez que este medicamento leva a um
quadro de inflamacgéo prolongada, afetando a cicatrizacéo de feridas (Mendes et al.,
2022). Nesse contexto, aléem de se investigar a producéo de EROs e espécies reativas
de nitrogénio (ERNs) (DCF e NO), avaliou-se também a atividade de enzimas
antioxidantes. Observou-se reducdo da atividade da SOD nos grupos tratados com
extrato de C. sativa e no grupo tratado com nanoemulsdo de GNPs com extrato de C.
sativa, indicando uma incapacidade do sistema antioxidante de conter o dano
oxidativo. Por outro lado, nos grupos FC + NanoC100mg e FC + NanoC200, registrou-
se um aumento significativo nos niveis de SOD. Diversos estudos comprovam a

eficacia das nanoparticulas como agentes antioxidantes, destacando-se sua
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capacidade de inibir a formacao de EROs, neutralizar radicais livres, através da funcao
scavenger e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (Mendes et al., 2020).
Além disso, Li et al. (2015) demonstraram, em um estudo com células endoteliais, que
as GNPs promovem o aumento dos niveis de NRF2 — um fator de transcricdo que
ativa genes antioxidantes. Esse fendbmeno ocorre devido a interacdo das GNPs com
as ligagoOes tiol de KEAP1, resultando em altera¢des conformacionais dessa proteina
e, por consequéncia, liberando NRF2 para ativar a transcricdo de genes
citoprotetores. Esse processo é fundamental para o efeito antioxidante observado.

As nanoparticulas de ouro também exibem uma notavel capacidade de eliminar
radicais livres, como os ions hidroxila (OH), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o 6xido
nitrico (NO) (Giljohann et al., 2010). Essa eficacia depende das caracteristicas de sua
superficie. Ademais, devido a ampla area superficial das GNPs esféricas, elas
demonstram alta afinidade por captar elétrons e interagir com EROs, removendo-os
ou inativando-os (Kumar et al., 2013). Por essas razdes, as GNPs se revelam potentes
agentes antioxidantes, desempenhando um papel essencial na promocao da
cicatrizacéo de feridas (Mendes et al., 2024). No presente estudo, a nanoemulsédo de
GNPs com extrato de C. sativa revelou efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
robustos.

De forma geral, a aplicacdo combinada de GNPs e extrato de C. sativa, através
da nanoemulsdo, mostrou um impacto sinérgico notavel na cicatrizacdo de feridas
cronicas. Essa estratégia terapéutica ndo apenas estimulou uma resposta anti-
inflamatoria eficiente, mas também favoreceu o aumento da atividade antioxidante.
Observou-se ainda a polarizagdo dos macréfagos para o fenétipo M2, levando a um
aumento nas citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 e IL-4, e nos fatores de
crescimento, como TGF-B. Esses componentes sdo fundamentais para a deposi¢cao
de colageno tipo Il e, possivelmente, para a remodelacdo do colageno tipo I. Esses
resultados reforcam o potencial dessa abordagem integrada para promover uma
cicatrizacdo mais eficaz e de alta qualidade, reduzindo complicacfes inflamatdrias e

danos causados pelo estresse oxidativo.
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo do tratamento com nanoemulsdao de GNPs associadas ao extrato
de Cannabis sativa demonstrou resultados promissores em feridas cronicas induzidas
por Resiquimod. Esse tratamento proporcionou uma reducdo nos niveis de citocinas
pro-inflamatdrias, aumento de citocinas anti-inflamatorias e elevacdo de TGF-3, além
de manter o equilibrio redox celular, essencial para o processo de cicatrizagcdo. Como
consequéncia, observou-se uma diminuicdo significativa no tamanho da ferida apés
dezoito dias, acelerando a reepitelizacdo ao interromper o ciclo inflamatorio
persistente caracteristico das feridas cronicas.

Os tratamentos testados, especialmente os que combinam GNPs com extrato
de C. sativa, demonstraram resultados satisfatérios, indicando potencial eficacia
terapéutica. Esses resultados sugerem que a combinagcdo potencializa processos
celulares e moleculares, como a modulagéo da inflamacao, a acédo antioxidante e o
estimulo a sintese de colageno, favorecendo a contracdo da ferida e a regeneracéo
tecidual.

Portanto, a associacdo das GNPs com compostos bioativos da C. sativa
representa uma estratégia promissora para o reparo de feridas crénicas. No entanto,
estudos adicionais sdo necessarios para explorar outros mecanismos envolvidos
nesse processo. Pesquisas futuras podem investigar o uso de GNPs sintetizadas por
métodos ecoldgicos em conjunto com biomateriais, peptideos ou abordagens de
bioengenharia tecidual, ampliando suas aplicacées na cicatrizacdo e regeneracao de

tecidos.
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