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Durdo LPL. Potencial sistema nanoemulsionado carregado com hesperitina e canabidiol:
Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo in vitro do seu impacto na polarizacéo fenotipica
de macréfagos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2025.

RESUMO

Terapias alternativas combinando produtos naturais tém sido utilizadas nos ultimos anos
como alternativa ou complementacédo de tratamentos convencionais. A hesperitina (HT), € um
flavonoide, presente em frutas citricas, com propriedades biolégicas, incluindo acéo
antioxidante, anti-inflamatoria e analgésica. Por outro lado, o canabidiol (CBD), é composto
pertencente a classe dos canabinoides, isolado da planta Cannabis Sativa, com efeitos
farmacologicos benéficos como anti-inflamatoérios, antioxidantes e na regeneragédo 6ssea e
tecidual. Atualmente, as nanobiotecnologias estdo abrindo novas perspectivas para a
liberacdo controlada de medicamentos. Nesse sentido, as nanoemulsées (NEs) mostram
resultados promissores devido a sua estrutura e notaveis propriedades biolégicas. Assim, o
objetivo do presente estudo foi desenvolver e caracterizar um novo sistema hanoemulsionado
carregado com HT e CBD isolados e associados, e avaliar seus efeitos na polarizagédo
fenotipica, anti-inflamatérios e antioxidantes em macréfagos. Na publicagcao 1 foi realizada
uma revisao narrativa sobre o papel do CBD na cicatrizacao de feridas através do seu efeito
anti-inflamatério e regeneracdo tecidual 6ssea, fornecendo embasamento para as
investigacdes subsequentes. J& na publicacéo 2, foi desenvolvido e validado um método para
quantificacdo do CBD em NEs. Finalmente, na publicacdo 3, as NEs foram sintetizadas e
carregadas com HT e CBD isolados e associados. A caracterizagédo das NEs incluiu a anélise
dos parametros: diametro médio de goticula, indice de polidisperséo (IPd), potencial zeta,
eficiéncia de encapsulacéo, liberacdo e internalizagédo, além do tamanho e morfologia das
particulas. Depois, o efeito das NEs sobre o perfil fenotipico M1 em macrofagos foi avaliado
por citometria de fluxo, enquanto a modulacéo de mediadores inflamatérios foi analisada por
RT-PCR e a expressao de espécies reativas de oxigénio (EROs) determinada usando a sonda
fluorescente DCF-DA. Os dados numéricos foram submetidos a analise estatistica, adotando-
se um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados indicaram que o CBD tem efeitos
modulatérios na cicatrizacdo de feridas e ossos atuando nos estagios envolvidos. Entretanto,
sua eficacia é limitada devido a sua baixa biodisponibilidade, metabolismo rapido e
solubilidade reduzida. Por outro lado, o método validado demonstrou alta sensibilidade para
analise das NEs apresentando linearidade de 2,5 a 75 ug/mL, coeficiente de correlacao de
0,9998, taxas de recuperagdo maiores a 85%, além de ser preciso, exato, robusto e seletivo.
Finalmente, as NEs mostraram propriedades ideais de caraterizacao com goticulas <100 nm,
IPd<0,5 e potencial zeta adequado. Adicionalmente, a alta eficiéncia de encapsulacéo facilitou
uma liberagéo gradual e controlada. As NEs apresentaram internalizacdo eficaz, mantendo
uma morfologia esférica e sem coalescéncia. Por fim, o estudo in vitro demonstrou que as
NEs sao biocompativeis, modulam a polarizacdo de macréfagos M1 através supressao da
expressao dos genes IL-6 e TNF-a e inibicdo significativa da produgdo de EROs. Em
conclusdo, a revisao reforga o potencial terapéutico do CBD na regeneracao tecidual e 6ssea,
no entanto ha necessidade de novos estudos para avaliagdo do mecanismo de acao,
biodisponibilidade e posologia do CBD. O método de quantificagdo do CBD em NE proposto
foi validado demonstrando-se sensivel e confiavel. Finalmente, as NEs com HT e CBD
demonstraram efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes, configurando-se como agentes
promissores no tratamento de doencas inflamatérias, como a periodontite.

Palavras-chave: Flavonoides. Canabidiol. Sistemas de Liberacdo de Farmacos por
Nanoparticulas. Macréfagos. Doencas periodontais. Inflamacao.
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ABSTRACT

Alternative therapies combining natural products have been used in recent years as an
alternative or complement to conventional treatments. Hesperitin (HT) is a flavonoid found in
citrus fruits with biological properties, including antioxidant, anti-inflammatory and analgesic
action. On the other hand, cannabidiol (CBD) is a compound belonging to the cannabinoid
class, isolated from the Cannabis Sativa plant, with beneficial pharmacological effects such as
anti-inflammatory, antioxidant, and bone and tissue regeneration properties.Currently,
nanobiotechnologies are opening up new perspectives for the controlled release of drugs. In
this sense, nanoemulsions (NEs) show promising results due to their structure and remarkable
biological properties. Thus, the objective of the present study was to develop and characterize
a new nanoemulsified system loaded with isolated and associated HT and CBD, and to
evaluate its effects on phenotypic polarisation, anti-inflammatory and antioxidant properties in
macrophages. In publication 1, a narrative review was conducted on the role of CBD in wound
healing through its anti-inflammatory effect and bone tissue regeneration, providing a basis for
subsequent investigations. In publication 2, a method for quantifying CBD in NEs was
developed and validated. Finally, in publication 3, NEs were synthesised and loaded with
isolated and associated HT and CBD. The characterization of NEs included the analysis of the
following parameters: mean droplet diameter, polydispersity index (PDI), zeta potential,
encapsulation efficiency, release and internalization, as well as particle size and morphology.
Then, the effect of NEs on the M1 phenotypic profile in macrophages was evaluated by flow
cytometry, while the modulation of inflammatory mediators was analysed by RT-PCR and the
expression of reactive oxygen species (ROS) was determined using the DCF-DA fluorescent
probe. The numerical data were submitted to statistical analysis, adopting a significance level
of 5% (p<0.05). The results indicated that CBD has modulatory effects on wound and bone
healing by acting on the stages involved. However, its efficacy is limited due to its low
bioavailability, rapid metabolism, and reduced solubility. On the other hand, the validated
method demonstrated high sensitivity for NE analysis, presenting linearity from 2.5 to 75
pg/mL, a correlation coefficient of 0.9998, recovery rates greater than 85%, and being precise,
accurate, robust, and selective. Finally, NEs showed ideal characterization properties with
droplets <100 nm, IPd<0.5, and adequate zeta potential. Additionally, the high encapsulation
efficiency facilitated gradual and controlled release. The NEs showed effective internalization,
maintaining a spherical morphology and without coalescence. Finally, the in vitro study
demonstrated that NEs are biocompatible, modulate M1 macrophage polarization through
suppression of IL-6 and TNF-a gene expression and significant inhibition of ROS production.
In conclusion, the review reinforces the therapeutic potential of CBD in tissue and bone
regeneration; however, further studies are needed to evaluate the mechanism of action,
bioavailability, and dosage of CBD. The proposed method for quantifying CBD in NEs was
validated as sensitive and reliable. Finally, NEs with HT and CBD demonstrated anti-
inflammatory and antioxidant effects, making them promising agents in the treatment of
inflammatory diseases such as periodontitis

Keywords: Flavonoids. Cannabidiol. Nanoparticle Drug Delivery system. Macrophages.
Periodontal Diseases. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma das doencas mais prevalentes da cavidade oral,
caracterizando-se por uma inflamacao cronica que resulta na perda de tecidos de
suporte dos dentes, como cemento, ligamento periodontal e osso alveolar!. Sua
progressao resulta na disrupcao do processo natural de cicatrizacdo, estabelecendo
um estado inflamatério persistente que compromete a regeneracéo tecidual e favorece
a destruicdo dos tecidos periodontais?. Seu desenvolvimento resulta da interagdo
entre a resposta imunoldgica do hospedeiro e o desequilibrio bacteriano, conhecido
como dishiose®. Dentre os principais microrganismos envolvidos, destacam-se
bactérias Gram-negativas tais como Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola
e Tannerella forsythia, que compdem o chamado complexo vermelho e estdo
associados a instalacdo da doenca periodontal em adultos®. Nesse sentido, o
lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, que € considerado um dos principais indutores da resposta imune
local, uma vez que interage com os receptores Toll-like 4 (TLR4), desencadeando a
transcricdo de mediadores inflamatdrios®®.

As interacdes entre o hospedeiro e 0 patdgeno no sulco gengival e na bolsa
periodontal estimulam a infiltracdo de neutréfilos e linfécitos, direcionada por
gradientes quimiotaticos, que séo responsaveis por fagocitar patdgenos, assim como
liberar metaloproteinases da matriz (MMPs) e fatores de crescimento’. Além disso, a
disbiose desencadeia também a liberacao de citocinas pré-inflamatérias, como o fator
de necrose tumoral (TNF), o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), a
interleucina (IL)-1, a prostaglandina E2 (PGE-2) e o interferon-gama (IFN-y), além da
producdo de anticorpos contra o biofilme bacteriano’. Durante este processo, 0s
macrofagos desempenham um papel crucial e atuam como células apresentadoras
de antigeno juntamente com as células dendriticas®. Essas células, conhecidas como
APC (células apresentadoras de antigenos), sdo responsaveis pela ligagdo entre a
resposta imune inata e adaptativa®. Em funcédo a sua flexibilidade, os macréfagos
podem se diferenciar em fenétipos M1 (pro-inflamatoérios) ou M2 (anti-inflamatorios)
em resposta ao ambiente extracelular'®. Quando estimulados por LPS e/ou IFN-y, os
macréfagos assumem o fendtipo M1, liberando moléculas pré-inflamatorias como
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), IL-1B, IL-6 e TNF-a, essenciais para a

eliminacéo de patégenos!!. Contudo, se essas moléculas pré-inflamatérias ndo forem
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eficientemente removidas, podem agravar as reacfes inflamatorias e causar danos
ao hospedeiro. Por outro lado, quando induzidos com IL-4, os macrofagos assumem
o fendtipo M2, secretando fatores anti-inflamatorios como arginase (Arg)1, IL-10 e IL-
13, que ajudam a atenuar a resposta inflamatoria e promovem a regeneracao
tecidual'®. Apesar da relevancia da polarizacdo M1/M2 nas doencas inflamatérias,
pouco se sabe sobre o estado de polarizacdo dos macrofagos na periodontite em
humanos. Dessa forma, compreender a atuacao dos fendétipos M1 (pré-inflamatério) e
M2 (anti-inflamatdrio) nessa patologia € essencial para elucidar os mecanismos
envolvidos na inflamagcédo crbnica. Assim mesmo, a avaliagdo da polarizacao
fenotipica dos macrofagos pode revelar alvos terapéuticos promissores para modular
a resposta imune e controlar o dano tecidual.

Diante do microambiente inflamatoério caracteristico da periodontite, a ativacéo
de leucdcitos polimorfonucleares leva a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais desempenham papéis essenciais em processos biolégicos como
proliferacdo celular e defesa antimicrobiana®®. Em concentracées fisiolégicas, as
EROs favorecem o crescimento de fibroblastos e células epiteliais4. Contudo, em
niveis elevados, desencadeiam lesdes teciduais por meio de mecanismos
oxidativos!4. No meio intracelular, as EROs danificam biomoléculas e membranas,
qguando radicais livres como O,”, H,0O, e OH, produzidos durante a respiracdo
mitocondrial dos neutrofilos, promovem peroxidacao lipidica, oxidacao de proteinas e
lesdes no DNA celular?®. Esse desequilibrio resulta em alteracdes patoldgicas e na
consequente destruicdo dos tecidos periodontais do hospedeiro. Assim, investigar o
papel das EROs na mediacdo do dano tecidual é valido para esclarecer os
mecanismos envolvidos na destruicdo periodontal, bem como contribuir para a
identificagcdo de alvos terapéuticos capazes de modular o estresse oxidativo e prevenir
a progressao da doenca.

No tratamento da doenca periodontal, se houver remocao de maneira eficaz
dos patdégenos e controle da resposta do hospedeiro tem-se, por sua vez, o
reestabelecimento da homeostase tecidual. Entretanto, o processo inflamatorio
continuo acelera a destruicdo do tecido periodontal, favorecendo a progressdo da
doencal®. O tratamento essencial para essa condi¢cdo consiste na raspagem e
alisamento radicular (RAR), aliada a orientaces de higiene oral para que o paciente
consiga remover eficazmente o biofilme dentario supra e subgengival, além de

controlar os fatores de risco'”18, Nos Ultimos anos, terapias adjuvantes que ampliam
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os beneficios da RAR tém ganhado destaque. As drogas bioativas e biocompativeis
tém atraido a atencdo da comunidade médica devido aos seus beneficios para a
salde, especialmente no tratamento de doencas inflamatérias!®?°. Paralelamente,
grande parte da populacdo mundial, particularmente em paises em desenvolvimento,
depende das plantas medicinais e dos fitoterapicos como principais formas de cuidado
a salde. Esse panorama tem incentivado a industria farmacéutica a explorar
compostos bioativos de origem natural como base para o desenvolvimento de novos
farmacos. A identificacdo de moléculas predominantes extraidas de organismos
naturais possibilita a sintese de analogos mais eficazes e seletivos, consolidando os
produtos naturais como recursos estratégicos para a inovacdo terapéutica e a
descoberta de novas alternativas medicamentosas?..

Nesse contexto, os flavonoides correspondem a substancias bioativas,
pertencentes a classe quimica dos polifendis. Em funcdo a variedade de estruturas os
flavonoides se dividem em flavonois, flavonas, flavononas, flavon-3-ol, isoflavononas
e antocianinas®?. Dentre estes, a hesperitina (HT) é um metabdlito da hesperidina,
pertencente ao subgrupo flavanona, encontrado principalmente em frutas citricas
como laranja e grapefruit?®>. A HT exibe diversas propriedades biolégicas e
farmacoldgicas, destacando sua capacidade anti-inflamatéria, antibacteriana,
antioxidante, protecdo da funcdo neurolégica, promocdo de apoptose de células
tumorais e efeitos benéficos no metabolismo 6sse0?43°. Consequentemente, diversos
ensaios experimentais utilizam a HT como parte de estratégias que visam a busca por
novas aplicacoes terapéuticas.

Estudos evidenciando os efeitos anti-inflamatorios da HT s&o relatados na
literatura. Nesse sentido, Liu et al. (2021)** demonstraram que a HT reduziu
significativamente a secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-6 e,
simultaneamente, atenuando a infiltracdo de células inflamatorias e fibrose no tecido
hepatico. No mesmo estudo foi demonstrado que a HT suprimiu a ativagao da via de
sinalizagdo fator nuclear kappa B (NF-kB). Wang et al. (2022)> demostraram a
atividade anti-inflamatdria da HT através do seu efeito inibitorio na expresséao de TNF-
a e IL-6 induzidas por LPS em macrofagos de camundongos. A HT também promoveu
a reducao significativa de citocinas proé-inflamatérias tais como Oxido nitrico sintase
induzivel (iINOS), ciclooxigenase-2 (COX-2), Oxido nitrico (NO) em
condrdcitos induzidos por IL-1B%6. Além disso, Kong et al. (2019)?’ investigaram o

papel da Hesperitina-12 (HT-12), uma forma da HT com melhor solubilidade em agua
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e maior biodisponibilidade, na polarizagdo de macrofagos M1. Em células RAW 264.7
estimuladas com LPS e IFN-y, a HT-12 foi capaz de modular a resposta inflamatoria,
promovendo a polarizacdo para um perfil anti-inflamatério. Os resultados
demonstraram aumento na expressdao de Arg-1, IL-10 e TGF-B, marcadores
associados ao fendétipo M2, e reducdo na expressdo de INOS, caracteristica do
fenétipo M1. Da mesma forma, Alipour et al. (2023)?® demostraram que nanocristais
contendo HT reduziu significativamente os niveis de TNF, IL-6 e ROS em modelos
inflamatorios in vitro de células-tronco da polpa dentaria humana (hDPSCs) e
macrofagos/monaocitos U937. Por outro lado, em modelo experimental de trauma
toracico contuso em ratos, a HT apresentou efeito protetor contra a inflamacéao
sistémica e a lesdo hepatica?®. O tratamento resultou na diminuicédo dos niveis séricos
de TNF-a, AST e ALT, e menor expressao de NF-kB e em alteragdes histopatologicas
atenuadas. Além disso, reduziu-se significativamente a apoptose hepatica.

Em relacdo ao efeito antioxidante da HT, em células HepG2 expostas ao acido
oleico, a HT atenuou o estresse oxidativo hepatico ao ativar a via PI3K/AKT-Nrf2,
promovendo o aumento de enzimas antioxidantes, como SOD, GPx, GR, GCLC e HO-
130, Essa resposta contribuiu para a reducdo da producédo de espécies ROS e da
hepatotoxicidade induzida. Também, um estudo prévio mostrou que apos estimulacao
com H,0,, células endoteliais de ratos tratadas com HT e seu metabdlito Hst-7-O-
glucuronideo apresentaram uma reducado significativa na expressao de ICAM-1 e
MCP-1, quando comparadas ao grupo controle3l. A HT atenuou significativamente o
estresse oxidativo e a inflamacéo testicular em ratos diabéticos, reduzindo os niveis
de ROS, MDA, proteina carbonilada e citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-17.
Além disso, aumentou a atividade de enzimas antioxidantes como SOD, GPx e
catalase, reforcando a defesa redox®?. Foi constatado em outro estudo in vivo que a
HT reduziu significativamente o nivel de espécies reativas de oxigénio (EROS) nas
regides do coértex e do hipocampo do cérebro de camundongos, além de recuperar a
expressdo de proteinas antioxidantes como Nrf-2 e HO-1%2. Adicionalmente, o
impacto da HT sob estresse oxidativo foi avaliado em ratas Sprague-Dawley
submetidas a lesdo contusa na medula espinhal®3. Os resultados demonstraram que
o tratamento com diferentes concentracdes de HT atenuou o estresse oxidativo nos
tecidos lesionados, evidenciado pela reducéo significativa dos niveis de peroxido de
hidrogénio (H,O,) e malondialdeido (MDA). No mesmo estudo, as evidencias

mostraram que houve um aumento nas atividades das enzimas antioxidantes CAT,
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SOD e GSH-PX, responsaveis pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio33,
Em outro ensaio in vivo, usando a técnica de gavagem, foi administrado HT na dose
de 50 mg/kg, evidenciando-se nos resultados que grupos pre-tratados com HT
apresentaram maior atividade antioxidante contra diferentes sistemas oxidativos tais
como sequestro de anions superoxido, poder redutor e efeitos quelantes de metais.
Os autores também avaliaram vitro os efeitos antioxidantes da HT, onde o tratamento
resultou numa reducdo significativa da expressdo das proteinas INOS e COX-2
induzidas por LPS, tanto em macrofagos RAW 264.7 quanto em células musculares
lisas vasculares A7r534. Também, o efeito protetor da HT contra a toxicidade de col6n
induzida por 1,2-Dimetil-hidrazina (um agente oxidante), foi avaliado em ratos
Wistar®®, O tratamento com HT atenuou significativamente a peroxidacédo lipidica
induzida, além de aumentar a atividade e os niveis de enzimas antioxidantes, como
GR, GPx, GST, GSH e SOD. Além disso, a HT foi capaz de reduzir a expressao de
proteinas inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-6, iINOS, COX-2 e NF-kB p65%.
Adicionalmente, a HT demonstrou efeitos protetores na lesdo renal aguda em ratos
induzida por LPS, ao reduzir a disfuncéo renal e as alteracdes histolégicas3®®. Esses
beneficios estdo associados a atenuacgdo do estresse oxidativo por meio da regulacéo
negativa do NOX4, restauracdo dos niveis de glutationa e ativacdo de enzimas
antioxidantes. Da mesma forma, o composto suprimiu a apoptose via caspase-3/p53
e inibiu a inflamacéo e a infiltracdo de macréfagos?®.

Em relacéo as outras propriedades relevantes da HT, foi evidenciado que a HT
promove a apoptose em células A549 (linhagem celular de cancer de pulmao) por
meio da via mitocondrial, ao inibir a expressao da proteina Hsp70 (proteina de choque
térmico 70), um regulador negativo frequentemente superexpresso em células
cancerigenas e associado a inibicdo dessa via apoptética®’. A HT também demonstrou
um efeito anti-proliferativo e capacidade de induzir apoptose em ceélulas de glioma
humano, por meio da modulagdo negativa das vias de sinalizacéo fosfoinositideo 3-
quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT) e fator nuclear kappa B (NF-kB). Tais achados
reforcam seu potencial anti-cancerigeno, evidenciando sua atuagdo em processos
celulares essenciais a sobrevivéncia e progressdo tumoral®®. Em relacdo aos
beneficios da HT no metabolismo ésseo, Zhang et al. (2018)3° demonstraram, por
meio de experimentos in vitro e in vivo, que o tratamento com HT foi eficaz na reducao
significativa da expressao dos fatores de transcricdo JNK, IRF-3 e c-Jun. Essa

modulacao resultou na inativacdo das vias de sinalizacdo NF-kB/MAPK e do fator de
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transcricdo NFATc-1, levando a supressdo de genes especificos envolvidos na
diferenciacao/atividade dos osteoclastos, e reducdo da osteoclastogénese. Por outro
lado, no estudo de Liu et al. (2021)*° investigaram o potencial osteogénico do HT em
um modelo in vitro com células-tronco mesenquimais da medula éssea (BMSCSs)
submetidas a inducéo por glicocorticoides, condicdo que simula alteracdes celulares
associadas a osteoporose. Os resultados mostraram que a HT induziu a atividade da
fosfatase alcalina, promoveu um aumento significativo na expressao de genes
associados a diferenciacdo osteogénica e ativou a via de sinalizacdo ERK, a qual
desempenha um papel fundamental nesse processo em BMSCs. Em relagdo aos
efeitos da HT sobre a regeneracgao tecidual, foi evidenciado em um modelo de ferida
em rato diabético, que esta biomolécula promoveu significativamente a cicatrizacao
de feridas, reduzindo os niveis de ferroptose tecidual®l. Assim, considerando estas
informacdes, a HT torna-se um dos flavondides atrativos e de interesse devido aos
seus impactos benéficos sobre a saude, sobretudo no contexto das doencas
inflamatorias crénicas.

Em contrapartida, o CBD € um fitocanabinoide fendlico mais abundantes da
Cannabis sativa L., ao lado do tetrahidrocanabinol (THC). Embora compartilhem a
mesma férmula molecular (C,;H3,0;), o CBD e o THC diferem em sua estrutura
quimica: o THC, principal responsavel pelos efeitos psicoativos da planta, possui um
anel ciclico, enquanto o CBD contém um grupo hidroxila*?>“3. Essa diferenca impede
a conversao do CBD em THC, conferindo ao CBD propriedades farmacolégicas
distintas, sem efeitos psicotrépicos e cognitivos**. Considerado também uns dos
componentes mais seguros dentre os fitocanabinoides por possuir poucos efeitos
adversos descritos, tais como sonoléncia, perda de apetite, diarreia e sedacdo*®. O
CBD possui ampla bioatividade que incluem efeitos analgésicos, anti-inflamatdérios,
anticonvulsivantes, neuroprotetores, ansioliticos e potencial de atuacdo na
remodelacdo 6ssea*®*. Diante disso, varios protocolos experimentais utilizando o
CBD sédo empregados como estratégia alternativa de novos usos terapéuticos.

Em se tratando do efeito anti-inflamatério do CBD, Kozela et al. (2010)%6
destacou que o CBD nas concentragdes de 1, 5 e 10 yM foram responsaveis por
diminuir a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-18, IL-6 e IFN- B em
células microgliais BV-2 quando ativadas por LPS, e também foi capaz de reduzir a
atividade da via NF-kB. Em outro estudo in vitro, o CBD isolado reduziu

significativamente os niveis das citocinas inflamatoérias IL-6 e IL-8 em fibroblastos
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gengivais humanos estimulados com LPS de Porphyromonas gingivalis (Pg). Além
disso, demonstrou atividade antimicrobiana contra Pg, com uma concentracéo
inibitoria minima (MIC) de 1,5 yg/mL#’. Em um modelo in vitro de convulséo induzido
por cainato, utilizando fatias de hipocampo de ratos, o CBD demonstrou efeitos
neuroprotetores bloqueando a ativacdo da microglia do fenétipo MO para o M14,
Adicionalmente, o CBD favoreceu a transicdo da microglia para o fenétipo M2 e
paralelamente, reduziu o dano neuronal reforcando seu potencial terapéutico em
condicdes neuro-inflamatérias*®. Da mesma forma, o CBD também favoreceu a
transicao da micréglia para o fenétipo M2, promovendo o aumento da producéo de IL-
12 e a inibicdo da liberagdo de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, de forma
dependente da dose*®. Células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMCs), quando tratadas com CBD em concentracdes entre 0,1-10 pg/mL
apresentaram uma redugao na expressao do mRNA de IFN-y, evidenciando os efeitos
imunossupressores desse canabinoide®. Por outro lado, Verrico et al. (2020)%*
demonstraram que o CBD reduz significativamente a secrecdo das citocinas proé-
inflamatorias TNF-a e IL-6, e aproximadamente 60% nos niveis de neutrofilos
circulantes em amostras sanguineas de camundongos apo0s injecao intraperitoneal de
LPS. JA& em um modelo de neuroinflamagdo associado a doenca de Alzheimer,
camundongos foram inoculados com o peptideo B-amiloide humano AB e os
resultados mostraram que o CBD demonstrou um efeito anti-inflamatorio ao reduzir a
expressdo da proteina iNOS e da citocina IL-1B%2. Também, em modelo murino de
cardiomiopatia diabética tipo I, o0 CBD apresentou efeitos benéficos sobre disfuncéo
miocardica, fibrose, inflamacdo, estresse oxidativo/nitrosativo e morte celular,
modulando marcadores como NF-kB, MAPK (JNK e p38), ICAM-1, VCAM-1, TNF-q,
TGF-B, colageno-1 e caspase 3/7°%. Em outro modelo murino de artrite, o CBD
demonstrou efeitos analgésicos e anti-inflamatérios ao reduzir a infiltragéo de células
inflamatorias nas articulagdes e modular de forma dose-dependente a expressao de
biomarcadores pré-inflamatérios como CGRP, OX42 e TNF-a°. Complementar a
evidéncia acima descrita, o CBD possui atividade antiartritica, atuando diretamente
sobre fibroblastos sinoviais aumentando o0s niveis intracelulares de calcio, e
suprimindo a producdo de mediadores inflamatérios como IL-6, IL-8 e MMP-3,
contribuindo, assim, para a atenuagéo da inflamagéo articular®®.

A literatura mostra também evidéncias da propriedade antioxidante do CBD.

Borges et al. (2013)%° indicam que a atividade antioxidante do CBD esta relacionada
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a presenca de grupos hidroxila em sua estrutura fendlica, que atuam capturando
radicais livres ou convertendo-os em formas menos reativas, contribuindo assim para
o equilibrio redox. Neste contexto, em culturas de células microgliais de camundongos
ativadas por LPS, foi observado que o CBD inibiu a producdo de EROs mediada pela
enzima NADPH oxidase e a ativagao de vias de sinalizacado dependentes do fator de
transcricdo NF-Kb®’. Outra evidéncia mostrou a a¢do moduladora do CBD sobre
mecanismos oxidativos e inflamatorios através da avaliagdo deste composto em
modelo de leséo hepéatica por isquemia/reperfusdo®®. Em células de Kupffer isoladas
de camundongos, o tratamento com CBD reduziu em cerca de 56% a expressao de
Nox2, além de diminuir a producdo de TNF-a de forma dose-dependente®. Da mesma
forma, em estudo realizado por Pan et al. (2009)°°, o CBD demonstrou efeito protetor
contra a nefrotoxicidade induzida por cisplatina em camundongos, ao reduzir o
estresse oxidativo, nitrosativo e a morte celular. Foi evidenciado que, houve
diminuic&o significativa nos niveis dos biomarcadores MDA, iINOS, Nox1 e Nox4, o
gue também resultou na reducdo das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-1B. Além
disso, o CBD foi capaz de reduzir os niveis de NO no figado de camundongos
submetidos a administracdo de doxorrubicina, bem como no tecido da pata de ratos
Wistar em modelo experimental de inflamagéo crénica®¢l. O CBD também modula a
inflamacéo induzida por neutréfilos ao reduzir seu acumulo, a atividade oxidativa de
leucdcitos e os marcadores de estresse oxidativo, como a expressao de NOX2 e os
niveis de peroxidacéo lipidica®?. Adicionalmente, o CBD é capaz de reducir a formagéo
de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) em pacientes com psoriase,
contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo e da lesdo tecidual em condicdes
inflamat6rias crénicas®.

No que diz respeito a estudos clinicos com o CBD direcionados a periodontia e
processos inflamatoérios, Jirasek et al. (2024)*' relataram efeitos positivos do CBD por
meio de um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, com duracdo de 56 dias, onde
avaliou-se o uso de um gel contendo 1% de CBD como terapia adjuvante a escovacao
com dentifricio. Os resultados indicaram uma melhora estatisticamente significativa
nos indices gengivais em comparacdo com o grupo placebo*’. Em outra evidéncia
clinica, avaliou-se o efeito de uma dose uUnica de 30 mg de CBD administrada
previamente a 10 participantes saudaveis®. Apés a administracéo, foram realizadas
coletas de sangue para o isolamento de células mononucleares do sangue periférico

(PBMCs), as quais foram estimuladas com LPS e posteriormente as analises dos
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sobrenadantes revelaram uma redu¢ao nos niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a
apos a exposicdo ao CBD, em comparagdo com aquelas obtidas antes da
administracéo®*.

No contexto de outras propriedades benéficas do CBD, estudos tem
demostrado seus efeitos favoraveis na remodelacdo Ossea. Desta forma, foi
constatado em um modelo experimental de periodontite em roedores que o uso de
CBD foi efetivo na diminuicdo da perda 6ssea alveolar, suprimindo a expresséo de
RANKL e aumentando a expressdo de OPG®. Kogan et al. (2015)% verificaram que
0 CBD estimulou a expressdo de mRNA de Plodl em culturas primarias de
osteoblastos, codificando uma enzima que catalisa a hidroxilagao da lisina, que por
sua vez esta envolvida na estabilizacdo do colageno, o que contribui para a melhoria
das propriedades biomecanicas da fratura 6ssea. Também, foi investigado o efeito
analgésico e de cicatrizacdo 6ssea do CBD em camundongos com tibias fraturadas®’.
Os resultados demonstraram que o CBD reduziu significativamente a sensibilidade a
dor frente a diversos estimulos e favoreceu a consolidacdo O6ssea ao atuar em
diferentes fases do processo de cicatrizacdo. Observou-se aceleracdo da
mineralizacdo, aumento da expresséo de colageno tipo | e osteocalcina, aumento no
namero de osteoblastos por area de superficie 6ssea tecidual e melhora na densidade
e qualidade do osso formado®’. Adicionalmente, em outro modelo in vivo avaliaram
em ratas o efeito do CBD na osteopenia induzida por ovariectomia®®. Assim, foram
constatadas melhorias significativas na qualidade 6ssea, por meio do aumento na
densidade mineral 6ssea das vértebras lombares e no nimero de trabéculas no colo
do fémur. Além disso, foi evidenciado um aumento no niumero de osteoblastos e uma
reducdo nos osteoclastos nos animais ovariectomizados, sugerindo um efeito
promotor da formacéo éssea e inibidor da reabsorcdo®. No contexto dos efeitos do
CBD na regeneracao tecidual, tem sido demostrado que em fibroblastos gengivais
humanos (HGF-1), a exposi¢cdo a 0,5 pg/mL de CBD resultou em uma meédia de
fechamento da area da ferida de 33,49%, superior a observada no grupo controle nédo
tratado, que apresentou 24,34%°%. Também, a administracéo inalatéria de 10 mg de
CBD elevou a expresséo de fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) no local
da lesdo em camundongos diabéticos, sugerindo um potencial beneficio na
cicatrizacdo de feridas em contextos de diabetes’™. No estudo de Lapmanee et al.
(2024)", o tratamento com hidrogel contendo CBD promoveu aceleragéo significativa

no fechamento de feridas cutaneas em ratos Wistar, com reducdo da area lesionada
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ao longo do tempo. A andlise histologica revelou epitelizagdo precoce, maior
deposicdo de colageno, aumento da vascularizacdo dérmica e organizagado
epidérmica, além de menor infiltracdo inflamatéria. Desta forma, devido as
promissoras propriedades bioldgicas e farmacolégicas do CBD encontradas na
literatura, torna-se atrativo a utilizagdo do composto como uma alternativa para
regulacado de condi¢Bes inflamatorias crbnicas.

Contudo, tanto a HT quanto o CBD apresentam como desvantagem a alta
lipofilicidade, o que compromete sua solubilidade em meio aquoso e,
consequentemente, sua absorcédo sistémica’>’4. A HT tem sua aplicacdo clinica
limitada principalmente pela baixa solubilidade em agua, o que resulta em uma
biodisponibilidade oral reduzida’>’4. Sua rapida metabolizacéo e eliminagdo diminuem
significativamente o tempo de meia-vida plasmatica, tornando necessaria a
administracéo de doses frequentes para manutencao dos efeitos terapéuticos’. Qutro
fator limitante é sua instabilidade quimica em diferentes condig¢des fisioldgicas, o que
pode comprometer sua eficacia e dificultar o desenvolvimento de formulacdes
farmacéuticas estaveis e viaveis para uso clinico’®. Da mesma forma, o CBD por ser
uma molécula hidrofébica, tem sua absorc¢ao limitada no trato gastrointestinal, onde a
biodisponibilidade oral varia entre 6% e 19%"4. Apds a administracdo de 10 mg de
CBD, a concentracao plasmatica maxima atinge apenas 3 pug/L em aproximadamente
2,8 horas’. Além disso, o metabolismo de primeira passagem hepéatica reduz ainda
mais sua disponibilidade sistémica, promovendo a formacdo de metabdlitos ativos e
inativos que podem impactar sua eficacia terapéutica’’. Por outro lado, a elevada
variabilidade interindividual na absorcdo e metabolismo do CBD representa um
desafio adicional para a padronizacdo de doses, sendo influenciada por fatores como
idade, sexo, peso corporal e condi¢Ges sistémicas’®.

Neste contexto, o uso da nanotecnologia surge como uma abordagem
inovadora capaz de aumentar a biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade de
compostos naturais. Também, em funcdo do foco crescente no aprimoramento da
saude humana, a utilizagdo de nanotecnologia tem ganhado destaque em iniUmeras
areas da medicina. A nanotecnologia pode ser definida como a engenharia e
fabricacdo de materiais em escala atdbmica e molecular’®. Tem se mostrado capaz de
transpor barreiras das ciéncias bioldgicas e fisicas, através da utilizacdo de
nanoestruturas e nanofases em diversos campos da ciéncia®. As particulas de

nanoescala apresentam propriedades magnéticas, quimicas, mecanicas, estruturais,
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elétricas e bioldgicas exclusivas®’. Nas Ultimas décadas, medicamentos associados a
nanotecnologia ganharam visibilidade em fungéo a capacidade das nanoestruturas
gue servirem como agentes de entrega, seja encapsulando farmacos, ou realizando a
entrega de drogas terapéuticas com mais preciséo e liberacdo controlada diretamente
ao seu sitio de acdo, aumentando dessa forma a eficacia e diminuindo os efeitos
colaterais®?. Dentre os inimeros nanomateriais pode-se destacar lipossomas,
vesiculas, micelas, nanoparticulas, nanosuspensdes, microemulsdes e
nanoemulsées®.

As nanoemulsdes (NEs) sdo consideradas dispersdes bifasicas de dois liquidos
imisciveis (Agua em 0leo ou 6leo em agua) que sdo estabilizadas por meio de um
surfactante. Sendo a convencao usual para a faixa de tamanho médio das particulas
compreenda uma escala de 1 a 100 nm, o que concede como caracteristica visual
uma aparéncia clara ou turva®. As nanoemulsdes podem ser comercialmente
disponiveis em veiculos como liquidos, cremes, sprays, géis, aerossois e espumas®.
Dentre as inUmeras vantagens das nanoemulsdes da-se énfase a propriedade de
incorporacdo de farmacos considerados hidrofilicos e hidrofébicos. Ademais, em
razdo ao pequeno tamanho de sua particula, esta facilita o aprimoramento biol6gico
de farmacos hidrofébicos, aumentando assim a biodisponibilidade e absor¢cédo de
substancias naturais com alta lipofilicidade®. Neste contexto, um estudo desenvolvido
por Fuior et al., (2019)%” demostrou que as nanoemulsées permitem a incorporacao
de flavonoides aumentando a efetividade terapéuticas destes compostos.
Adicionalmente, Zeng et al. (2021)%8 desenvolveram uma NE contendo HT com
excelente estabilidade a diluicdo e armazenamento, além de um perfil de liberagéo
significativamente superior ao da HT livre nos testes in vitro. Por meio de estudos de
absorcéo intestinal, demonstraram também um aumento de 5,67 vezes na absor¢ao
cumulativa da HT em todos os segmentos intestinais avaliados. Desta forma, o0s
autores reforcaram o potencial das NEs como sistemas eficientes para melhorar a
biodisponibilidade de flavonoides como a HT, por meio do aumento de sua
solubilidade®. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa também desenvolveu
previamente um sistema nanoemulsionado contendo HT, o qual foi devidamente
caraterizado mostrando valores ideais de tamanho de goticula, indice de
polidispersidade e potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento de 74,07 + 5,33% e
demonstrando uma liberagdo gradual e controlada®®. Além disso, os resultados in vitro

demostraram que este novo biomaterial potencializou os efeitos da HT nos
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mecanismos envolvidos na promocéo e aceleracdo da osteogénese, estimulando a
formacao de nédulos de célcio, aumentando a expressdo dos genes Runx2, ALPL e
TGF-B, a sintese de colageno e a atividade da fosfatase alcalina em osteoblastos.

Por outro lado, em relacédo as nanoemulsdes carregadas com CBD, a literatura
apresenta poucos estudos até o momento. Dentre 0s ensaios mais relevantes
podemos destacar o estudo desenvolvido por Ahamed et al. (2022)°, no qual
desenvolveu uma NE contendo CBD para administracao intranasal com o objetivo de
direciona-lo ao cérebro. Os resultados demonstraram que, em comparacdo com 0
CBD puro, a formulagdo otimizada apresentou uma liberacdo significativamente
superior in vitro, além de maior permeabilidade nasal em testes ex vivo. A eficiéncia
de direcionamento do farmaco e a porcentagem de transporte direto foram de
419,64% e 76,17%, respectivamente. Além disso, apdés a administracdo intranasal,
observaram-se concentragdes consideravelmente mais elevadas de CBD no cérebro,
indicando uma maior eficiéncia no direcionamento cerebral®®. Provenzano et al.
(2023)°* desenvolveram uma NE contendo CBD com a finalidade de melhorar sua
biodisponibilidade. A formulacdo apresentou propriedades fisioquimicas adequadas,
como tamanho de particula uniforme, boa estabilidade e controle de dose. Em
seguida, por meio de testes in vitro, foi observada uma permeacao mais eficiente pela
mucosa, além de maior estabilidade em fluidos bucais simulados e liberagéo efetiva
do farmaco em até 5 horas. Posteriormente, no mesmo estudo, foi realizado em
camundongos machos, a administracao bucal da NE, a qual teve inicio de acdo mais
rapido e maiores concentracdes plasmaticas quando comparada a administracao oral
convencional de CBD®!. Adicionalmente, em um estudo in vivo utilizando ratos do tipo
Sprague-Dawley machos, foi testada uma NE contendo 2% de CBD com o objetivo de
avaliar a biodisponibilidade do composto. Apos a administracdo por via oral o CBD
contido na NE apresentou um aumento de 4 vezes da biodisponibilidade tipica do CBD
administrado em formas farmacéuticas convencionais, tais como as solu¢des orais de
CBD?2. Essas evidéncias ressaltam o potencial das NEs na melhora da
biodisponibilidade, estabilidade e direcionamento do CBD, ampliando sua capacidade
terapéutica.

De forma geral as informacgdes apresentadas nesta secdo evidenciam que o
mecanismo de acdo sobre processos inflamatérios de um novo sistema
nanoemulsionado contendo HT e CBD isolados e associados, ndo estd bem

elucidado. Sendo assim, no presente trabalho foi realizado uma revisdo narrativa
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elencando as principais propriedades biologicas do CBD, para conceder bases ao
desenvolvimento e caracterizacdo de um novo sistema nanoemulsionado com
potenciais efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes. Da mesma forma, a capacidade
inibitéria destes novos sistemas nanoemulsionados na resposta inflamatéria e

oxidativa de macréfagos assim como na polarizagdo dos mesmos foi avaliada in vitro.
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4 CONCLUSAO

Considerando os resultados apresentados, pode-se concluir que:

A revisdo destaca evidéncias pré-clinicas atuais demonstrando que o CBD
€ um promissor potencial terapéutico na melhora da cicatrizacdo de feridas
e do reparo/regeneracdo 6ssea. No entanto, a falta de conhecimento sobre
a dose minima de CBD capaz de garantir o resultado esperado, reduzindo
os efeitos colaterais, ainda requer mais pesquisas para traduzir essas
descobertas em aplicacdes clinicas em humanos. Todos os estudos
discutidos destacam lacunas significativas de conhecimento sobre os efeitos
locais e sistémicos do CBD e sua interacdo com as vias de sinalizacéo.
Portanto, pesquisas in vitro e in vivo sdo necessarias antes do inicio dos
ensaios clinicos, com foco especifico na compreensdo dos mecanismos
complexos do CBD no corpo humano.

O método de quantificacdo do CBD em NEs por HPLC foi validado,
atendendo aos critérios de especificidade, linearidade, exatiddo, precisao,
robustez e seletividade, garantindo assim a confiabilidade das analises de
controle de qualidade. Além disso, o sistema nanoemulsionado com CBD
demonstrou alta capacidade de encapsular o CBD devido a sua incorporacao
na matriz lipidica, melhorando as propriedades fisico-quimicas do CBD.

As formulacfes desenvolvidas apresentaram parametros de caracterizacao
satisfatorios, com alta eficiéncia de encapsulacdo, morfologia adequada e
biocompatibilidade. As andlises bioldégicas demostraram os efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes das NEs desenvolvidas, principalmente das
menores doses dos sistemas nanoemulsionados carregados com HT, CBD
e HT+CBD. Além disso, modulam a polarizacdo de macréfagos M1
suprimindo a expressdo dos genes IL-6 e TNF-a e atenuando
significativamente a producdo de EROs, o qual poderia representar uma
abordagem promissora para o tratamento de doencas inflamatérias cronicas.
Por outro lado, a associagcdo do CBD e HT na formulagdo do sistema
nanoemulsionado mostrou um efeito aditivo e nenhum efeito sinérgico foi

observado.
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