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RESUMO

As feridas cronicas sdo caracterizadas por uma inflamagao
prolongada, e representam um desafio para a area da salde, pois
impactam negativamente a qualidade de vida dos pacientes e a
economia mundial devido ao seu alto custo de tratamento.
Estratégias alternativas devem ser desenvolvidas para um
tratamento custo-efetivo e direcionado. Nesse cenario, 0 campo
emergente da nanobiotecnologia pode fornecer uma plataforma
alternativa para desenvolver novos agentes terapéuticos para o
processo de cicatrizacdo de feridas cronicas. A sintese verde de
nanoparticulas de ouro (GNPs) garante menor toxicidade nos
tecidos biol6gicos e maior seguranca de aplicabilidade, além de
somar os efeitos das nanoparticulas (NPs) aos dos extratos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com
GNPs reduzidas pelo método de sintese verde com Euterpe
oleracea, Croton lechleri e Aloe vera em um modelo de ferida
crbnica, e compara-las a um tratamento padrdo comercial
(Safgel®) e laser, em ratos Wistar. Foram utilizados 105 ratos
Wistar machos distribuidos randomicamente em 7 grupos
experimentais (n = 15): I. Ferida Aguda (FA) - sem tratamento
local ou sistémico; Il. Ferida Crénica induzida com Resiquimod
(FC) — sem tratamento local ou sistémico; Ill. FC + tratamento
com GNPs reduzidas com com E. oleracea (FC + GNPs-Agai);
IV. FC + GNPs reduzidas com C. lechleri (FC + GNPs-SD); V.
FC + GNPs reduzidas com A. vera (FC + GNPs-AV); VI. FC +
controle positivo com SafGel® (FC + SafGel®); VII. FC +
controle positivo com laser 660 nm, 2J. Os animais foram
anestesiados com isoflurano 4%. O modelo de lesdo crénica foi
induzido com Resiquimod aplicado topicamente durante 6 dias.
Os tratamentos com GNPs foram iniciados entdo no oitavo dia
apos a Ultima aplicacdo do Resiquimod, e realizados diariamente
até o décimo dia. Foi realizada analise macroscépica e escore
inflamatdrio, além da anélise do tamanho das feridas. Ap6s 12 h
da ultima aplicagdo foi realizada a eutanasia dos animais, retirado
o tecido (pele/lesdo) para as analises histologicas, bioquimicas e
moleculares. Observou-se que as terapias propostas com GNPs
foram capazes de reduzir significativamente o escore inflamatério



e aumentar a taxa de contracdo da ferida. Através da andlise
histologica observou-se reducdo do infiltrado inflamatorio. Os
resultados de PCR demonstraram aumento da expressao génica
de fibronectina e colageno tipo Ill, principalmente no grupo Res
+ GNPs-AV. As terapias propostas foram ainda capazes de
reduzir significativamente as citocinas pré-inflamatérias,
aumentar as anti-inflamatérias e reduzir os marcadores oxidantes.
O presente estudo demonstrou que os efeitos das GNPs
sintetizadas pela sintese verde somam-se aos efeitos dos extratos
dessas plantas e favorecem o processo de reparo tecidual em
ferida epitelial cronica.

Palavras-chave: Feridas cronicas; nanoparticulas de ouro;
sintese verde; acai, sangue de dragdo; aloe vera.






ABSTRACT

Chronic wounds are characterized by prolonged inflammation,
and represent a challenge for the health area, as they negatively
impact the quality of life of patients and the world economy due
to their high cost of treatment. Alternative strategies must be
developed for cost-effective and targeted treatment. In this
scenario, the emerging field of nanobiotechnology can provide an
alternative platform to develop new therapeutic agents for the
healing process of chronic wounds. The green synthesis of gold
nanoparticles (GNPs) ensures less toxicity in biological tissues
and greater applicability security, in addition to adding the effects
of nanoparticles (NPs) to those of extracts. The objective of this
work was to evaluate the effects of treatment with GNPs reduced
by the green synthesis method with Euterpe oleracea, Croton
lechleri and Aloe vera in a chronic wound model, and to compare
them to a standard commercial treatment (Safgel®) and laser, in
Wistar rats. 105 male Wistar rats were randomly distributed into
7 experimental groups (n=15): 1. Acute Wound (AW) - without
local or systemic treatment; II. Chronic wound induced with
Resiquimod (CW) — without local or systemic treatment; 11l. CW
+ treatment with reduced GNPs with E. oleracea (CW + GNPs-
Acai); IV. CW + GNPs reduced with C. lechleri (CW + GNPs-
DB); V. CW + GNPs reduced with A. vera (CW + AV-GNPs);
VI. CW + positive control with SafGel® (CW + SafGel®); VII.
CW + positive control with 660 nm laser, 2J. The animals were
anesthetized with 4% isoflurane. The chronic injury model was
induced with topically applied Resiquimod for 6 days.
Treatments with GNPs were then started on the eighth day after
the last application of Resiquimod, and carried out daily until the
tenth day. Macroscopic analysis and inflammatory score were
performed, in addition to the analysis of the size of the wounds.
Twelve hours after the last application, the animals were
euthanized and the tissue (skin/lesion) was removed for
histological, biochemical and molecular analyses. It was observed
that the proposed therapies with GNPs were able to significantly
reduce the inflammatory score and increase the rate of wound
contraction. Through histological analysis, a reduction of the



inflammatory infiltrate was observed. PCR results showed
increased gene expression of fibronectin and type Ill collagen,
mainly in the CW + AV-GNPs group. The proposed therapies
were also able to significantly reduce pro-inflammatory
cytokines, increase anti-inflammatory cytokines and reduce
oxidant markers. The present study demonstrated that the effects
of the GNPs synthesized by the green synthesis add to the effects
of the extracts of these plants and favor the tissue repair process
in chronic epithelial wounds.

Keywords: chronic wounds; gold nanoparticles; green synthesis;
acai; dragon's blood; aloe vera.
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1 INTRODUCAO
1.1 FERIDAS

A medida que as feridas cirdrgicas se tornam menos
problematicas devido aos avangos da cirurgia minimamente
invasiva, as feridas cronicas estdo em ascensdo, visto que
frequentemente ocorrem em populagdes crescentes, como idosos,
obesos e diabéticos (Kazemzadeh-Narbat et al., 2015). A
sobrecarga global aos sistemas de salde causada por doencas de
pele ou alteragBes no processo de cicatrizagdo aumentou
significativamente em um periodo de 10 anos. Dados globais,
regionais e nacionais de mais de 195 paises relatados pela Global
of Disease Study (GBD), demonstram que a prevaléncia de
distirbios cutaneos passou de em média 400 milhGes em 2005
para aproximadamente 600 milhes em 2015 (Alven et al., 2020;
Vos et al., 2016).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de
pacientes com Ulcera por pressao, venosa e diabética em todo o
mundo, e principalmente em idosos (Kazemzadeh-Narbat et al.,
2015). Um estudo na Australia, observou que 49% dos pacientes
internados em hospitais publicos desenvolveram lesdes epiteliais,
31% dos pacientes tiveram feridas agudas, 9% Ulceras por
pressdo e 8% apresentaram escoriagcdes na pele com ruptura do
tecido. Alguns estudos em ambiente hospitalar sugerem que até

50% dos pacientes internados apresentam lesdes epiteliais
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adquiridas (Williams et al., 2021; Lindholm et al., 2016; Zhao et
al., 2016).

No Brasil, estudos apontam alta prevaléncia (Freitas et
al., 2011) e incidéncia (Luz et al., 2010; Souza et al., 2010) de
feridas em pessoas idosas residentes em instituicdes e durante a
internacdo hospitalar (Vieira et al., 2018). Contudo, essa
problematica, além de idosos, acomete a populacdo de forma
geral e constitue um problema de salde publica, devido aos
indices e custos de tratamento elevados (Morais et al., 2008).
Apesar de esta informagdo ser crucial para nortear as a¢des de
cuidado voltadas a esse agravo, pontua-se, que tais taxas tendem
a aumentar devido ao envelhecimento populacional e a expansao
dos fatores que favorecem sua incidéncia, entre 0s quais se
destacam as doencas metabolicas e vasculares, insuficiéncia
venosa, hipertensdo e diabetes mellitus (de Brito et al., 2017;
Gould et al., 2015). Apo6s incisdes cirlrgicas e pequenas
laceracOes, as Ulceras diabéticas, venosas e de pressdo sdo as
feridas mais comuns em uma escala global (MedMarket
Diligence, 2015). Enquanto a maioria das incisfes e laceracbes
cirlrgicas sdo categorizadas como feridas agudas e geralmente
cicatrizam com complicagdes minimas, as Ulceras sdo feridas
cronicas que resistem a cicatrizacdo e requerem tratamentos
caros.

Suscetivel a diferentes tipos de lesdes, a pele tem como

funco principal servir de barreira protetora contra infecgdes e
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perda excessiva de agua, € o maior 6rgdo do corpo e por isso é
mais facilmente lesionado. Pode ser dividida em uma camada
epidérmica e outra dérmica. A epiderme contém principalmente
queratindcitos, enquanto a parte dérmica consiste em dois
compartimentos (Gurtner et al.,, 2008), o primeiro é o
compartimento celular, que normalmente é composto por
fibroblastos. O segundo é o compartimento acelular, que contém
principalmente a matriz extracelular (MEC). A MEC pode ainda
ser funcionalmente dividida em uma fracdo fibrilar, que é
caracterizada por feixes de colageno fibrilar, fibras elasticas e
microfibrilas, e a fracdo ndo fibrilar que consiste em
glicosaminoglicanos e  proteoglicanos.  Todos  esses
compartimentos e diferentes componentes tém sua funcdo
especifica e atuam em conjunto para proteger o corpo contra
patégenos invasores, manutencdo de outras fungdes como
termorregulacdo e protegdo contra perda de &gua (Lucas et al.,
2010).

Além de fornecer uma barreira estrutural, a pele contém
diversas células imunolégicas que podem ser ativadas por
patégenos invasores ou danos a pele. Uma das células imunes
mais importantes envolvidas na cicatrizacdo de feridas é o
macréfago, que exibe diferentes fungbes imunolégicas, incluindo
fagocitose e apresentacdo de antigenos. Além disso, 0s
macréfagos produzem muitas citocinas e quimiocinas que

estimulam o novo crescimento capilar, sintese de colageno e
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fibrose (Mirza et al., 2009). Acredita-se que essa céelula imune
orquestre o processo de cicatrizacdo de feridas ao longo das

diferentes fases (Devalaraja et al., 2000; Leibovich e Ross, 1975).
1.2 CICATRIZACAO

Ap6s uma lesdo, a pele precisa ser reparada para manter
sua funcdo. O processo de cicatrizacdo no local da lesdo, que
normalmente resulta na formagdo de uma cicatriz, € um processo
extremamente complexo que envolve varios tipos de células, bem
como fatores de crescimento, citocinas e componentes da MEC
(Breitkreutz et al., 2009). Tal processo de cicatrizacdo consiste
em eventos dindmicos que incluem inflamacéo, formagdo de
tecido de granulacdo (proliferacdo), reepitelizagdo e remodelacéo.
Nenhuma dessas fases corresponde a um periodo de tempo
precisamente definido e todas as fases se sobrepGem (Eming et
al., 2007). Lesdes na pele causam danos as células e vasos
sanguineos. Para prevenir a perda de sangue, 0s vasos sanguineos
se contraem segundos ap6s o ferimento, as plaquetas se agregam
e as cascatas de coagulagdo e complemento sdo ativadas. Juntos,
esses eventos sdo responsaveis pela formacdo de um coagulo
sanguineo hemostatico, composto principalmente de fibrina
reticulada, fibronectina, trombospondina, eritrocitos e plaquetas
(Midwood et al., 2004).

As plaquetas sdo uma das primeiras fontes de citocinas

gue medeiam a ativagdo de macrdfagos e a quimiotaxia. Uma vez
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presas na rede de fibrina, as plaquetas liberam granulos que
funcionam como um reservatério para proteinas biologicamente
ativas, como a trombina, fator de crescimento transformador
(TGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (He et al.,
2010). A trombina ndo apenas medeia a formacdo do coagulo,
mas também desempenha um papel na inflamacé&o, estimulando a
vasodilatacdo responsével pelo extravasamento plasmaético,
edema e aumento da expressdo de moléculas de adesdo endotelial
gue causam adesdo e infiltracdo de mondcitos. Além disso, a
trombina induz a liberacdo de citocinas inflamatdrias por
mondcitos do sangue periférico, incluindo as interleucinas (IL) 6,
1, intérferon (IFN)-v, e o fator de necrose tumoral (TNF)-c. Essas
sdo citocinas tipicamente pré-inflamatdrias, que provavelmente
resultam na diferenciacdo de mondcitos em macrofagos M1
(Delavary et al., 2011).

A funcdo inicial das células inflamatérias no local da
leséo é fornecer defesa contra agentes patogénicos. Os receptores
Toll-Like (TLR) funcionam como receptores de reconhecimento
de padrio (PRR) presentes nos macrdfagos, nas células
dendriticas e nos neutréfilos, responsaveis pelo reconhecimento
dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP), os
quais sdo expressos por agentes infecciosos (bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, virus, protozoarios e fungos) (Cutolo

et al., 2022). Dessa maneira, a ativacdo da imunidade inata a
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partir da associagdo PRR-PAMP é um passo crucial para a
resposta inflamatdria adquirida conta antigenos especificos
Cutolo et al., 2022).

Cada TLR tem sua prdpria via de sinalizacdo intrinseca e
induz respostas bhioldgicas especificas contra micro-organismos.
Quando algum PAMP ¢ reconhecido por algum receptor Toll-
Like especifico, a proteina MyD88 recruta as cinases associadas
ao receptor da IL1 (IRAK-1 e IRAK-4) para ativar o fator 6
associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6). Este
ativa o fator de crescimento § associado a cinase 1 (TAK1), que,
por sua vez, promove a ativacdo do complexo IKK formado por
duas subunidades cataliticas (IKKa e IKKP) e por uma
subunidade regulatéria (NEMO/IKKY). Este complexo promove a
fosforilagdo do IxB e a sua degradagdo resulta na ativacdo do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB), que sera
translocado ao nicleo para induzir a expressdao das citocinas
inflamatdrias e das moléculas de adesdo (Hennessy et al., 2010;
Kumar et al., 2009; Arancibia et al., 2007).

As primeiras células que se infiltram na ferida sdo células
polimorfonucleares, ou neutréfilos, que removem particulas
estranhas e micro-organismos da area da ferida. Na pele, os
neutréfilos aparecem no leito da ferida poucas horas apés a lesdo.
Depois de exercer sua funcdo, os neutréfilos sdo eliminados com
a escara (a crosta contendo células mortas e produtos degradantes

da ferida) ou fagocitados por macrofagos (Dovi et al., 2003;
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Devalaraja et al., 2000). Os neutrofilos também agem como fonte
importante de vérias citocinas pro-inflamatorias, que vao
estimular os mondcitos recentemente atraidos a se diferenciarem
em macrdfagos M1 (Werner e Grose, 2003; Hubner et al., 1996).

Os macrdfagos no leito da ferida podem exibir diferentes
fendtipos funcionais (figura 2), que podem ser divididos em dois
grupos: macréfagos M1 (ativados classicamente) e M2 (ativados
alternativamente) (Mantovani et al., 2002). Esses fenétipos sdo
dois extremos da funcdo dos macrofagos. Os macréfagos M1
exibem propriedades antimicrobianas, através da liberacdo de
medidores inflamatdrios que véo induzir a acdo do TNF, dxido
nitrico (NO) e IL-6. Embora isso seja importante na defesa do
hospedeiro, o espectro de citocinas expressas também é capaz de
induzir graves danos aos tecidos colaterais (Wilson et al., 2005;
Mosser, 2003).

Por outro lado, os macréfagos ativados por IL-4 e IL-13
diferenciam-se nos  chamados  macrofagos  ativados
alternadamente (M2) (Gordon, 2003), que suprimem as reacfes
inflamatorias e as respostas imunes adaptativas. Portando, os dois
fenétipos de macréfagos sdo fundamentais para o
desenvolvimento da ferida, e o equilibrio entre os dois fenétipos é
importante nas diferentes fases da cicatrizacdo da ferida. Na
primeira fase, mais pré-inflamatéria do processo de cicatrizagdo
da ferida, mais macréfagos M1 sdo necessarios para limpar os

detritos e matar possiveis patdgenos invasores. No entanto, em
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uma fase posterior em que a formacdo de novos tecidos é mais
pronunciada, o macréfago M2 pode ter um papel mais importante
(Porcheray et al., 2005; Goerdt e Orfanos, 1999).

Foi relatado que, apds a fagocitose de células
apoptéticas, os macréfagos M1 revertem para os macréfagos M2
(Duffield, 2003; Gordon, 2003). Os macréfagos M2 sdo, uma
fonte proeminente de TGF-B, fator de crescimento capaz de
estimular a quimiotaxia e a producdo de citocinas pelos
macréfagos. O TGF-B é uma das citocinas mais importantes que
influenciam a fungdo dos fibroblastos, a quimiotaxia e a
deposicdo de MEC. Enquanto os macréfagos fagocitam
organismos estranhos, incluindo particulas e neutrdfilos mortos,
também liberam fatores de crescimento como o FGF e 0 TGF-B,
entre outras citocinas, como interleucinas (IL-1f e IL-6), que
possuem um papel importante como parte do mecanismo de
recuperacao/reparo do tecido, além de estimular o movimento de
fibroblastos e células epiteliais para a ferida iniciando a fase
proliferativa (Singer e Mahdavian Delavary et al., 2011; Clark,
1999).
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Figura 1. Citocinas e fatores de crescimentos envolvidos na
inflamacdo aguda e cronica (Adaptada de: Raziyeva et al., 2021).

Sdo os fibroblastos e miofibroblastos que produzem
principalmente a nova MEC, necessaria para suportar células e
vasos sanguineos, que fornecem nutrientes e oxigénio essenciais
para o crescimento e proliferacdo celular (Ross et al., 1970).
Tanto 0 TGF- quanto o PDGF podem mediar a transi¢do de
fibroblastos em miofibroblastos (Kalluri e Neilson, 2003; Werner
e Grose, 2003). Além disso, ambas as citocinas estimulam esses
(mio) fibroblastos a produzir coldgeno e outros componentes da
MEC. Os miofibroblastos sdo caracterizados pela expressdo de
actina de masculo liso (a-SMA) e estdo envolvidos na contragéo
da ferida (Martinez-Ferrer et al., 2010). Comparados aos
fibroblastos dérmicos normais, os miofibroblastos produzem
maiores quantidades de componentes da MEC (Huet et al., 2008).
Além disso, o TGF-B, PDGF e FGF estimulam os fibroblastos a
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produzirem colageno entre 3 a 5 dias ap6s a lesdo (Ishida et al.,
2008; Vogler et al., 2003; Werner e Grose, 2003).

A decomposicdo da MEC ¢é fundamental para a
cicatrizacdo de feridas e a remodelagdo do tecido (aumento da
resisténcia mecanica). Um dos componentes mais importantes da
MEC é o colageno, que aumenta a resisténcia da ferida. Na fase
de remodelagdo, 0s processos importantes sdo 0 rearranjo e a
reticulagdo das fibras de colégeno inicialmente depositadas e a
substituicdo do colageno do tipo 11 pelo colageno do tipo I, que é
uma fibrila de colageno mais forte. In vivo, o colédgeno é
produzido principalmente por (mio) fibroblastos. Quantidades
crescentes de MEC sinalizam aos fibroblastos para diminuir a
producdo de colageno subsequente (Zhao et al., 2016; Falanga,
2005).

Na ultima fase da cicatrizacdo normal da ferida, o
nimero de macrofagos € diminuido, o que resultara em menos
producdo de MEC. Essas alteragdes, juntamente com a contracéo
da ferida, resultardo em uma diminuigdo no tamanho e no volume
da mesma. A cicatrizacdo da ferida é completa apds apoptose de
miofibroblastos e células vasculares, deixando para tras uma
cicatriz rica em colédgeno (Zhao et al., 2016). Em condigdes
patoldgicas, os nimeros e funcbes dos macréfagos podem ser
alterados, resultando em cicatrizes aberrantes (Frykberg e Banks,
2015).
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A inflamacdo prolongada é uma das principais causas de
feridas cronicas em nivel celular. Em feridas cronicas, o
organismo nao é capaz de resolver a inflamacéo fisiolégica como
parte do processo de cicatrizacdo da ferida, e a transi¢do 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 consideracdo a inflamacédo prolongada,
e sim a criacdo de feridas com cicatrizacdo retardada que ndo
refletem corretamente feridas crénicas em pacientes (Holzer-
Geissler et al., 2022).

O Resiquimod é um membro das imidazoquinolinaminas
e um agonista dos receptores TLR 7 e 8, que induz a produgdo de
interferon, TNF-a e outras citocinas (Figura 2) (Dockrell e
Kinghorn, 2001). Esse medicamento é usado para tratamento
topico de lesbes cutaneas, mas com inflamacéo local como efeito
colateral do tratamento (Holzer-Geissler et al., 2022; Stockfleth et
al., 2019).
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Embora a maioria das respostas de TLR e ativacGes de
vias promovam a cicatrizagdo fisiolégica de feridas, uma
superexpressdo das citocinas estimuladas por essa via pode
desacelerar esses processos ou até mesmo ter efeitos opostos,

como inflamacg&o prolongada e cicatrizacdo extensa. Direcionar e
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corrigir as causas celulares e moleculares da inflamagéo
prolongada em feridas crénicas pode ser um método eficaz para
devolvé-las ao estado de cura (Dasu et al., 2012).

A intengdo de usar Resiquimod neste trabalho para
mimetizar a cronificacdo das feridas baseia-se no estudo de
Holzer-Geissler et al. (2022), para que se leve em consideragdo a
inflamagdo prolongada e como esta afeta a cicatrizagdo de

feridas.

1.3 TRATAMENTOS PADROES E NANOTECNOLOGIA
EM FERIDAS

Em feridas crbnicas, os estagios proliferativos e de
remodelacdo ndo ocorrem prontamente (Zhao et al., 2016). A
ferida permanece na fase inflamatdria, o que ndo favorece a
regeneracdo do tecido e, portanto, a ferida ndo pode cicatrizar
(Frykberg e Banks, 2015). Direcionar e corrigir as causas
celulares e moleculares da inflamacdo prolongada em feridas
cronicas pode ser um método eficaz para devolvé-las ao estado de
cura.

A utilizacdo do laser como forma terapéutica ocorre por
meio do principio da bioestimulacdo, aplicado para diversas
finalidades e encarado como padrdo ouro no processo de
cicatrizacdo de feridas (Hamblin, 2016; Lins et al., 2010). A
fotobiomodulacdo (FBM) descreve o uso da luz vermelha ou do

infravermelho com objetivo de estimular, curar, regenerar e
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proteger os tecidos lesionados, que estdo degenerando. A terapia
com luz de baixa poténcia é promovida por dispositivos de luz,
como a amplificagdo de luz por emissdo estimulada de radiagéo
(LASER) e o light emitting diode (LED), ambas apresentam
destaques no processo de cicatrizagdo de feridas (Zaccaron et al.,
2022; Mendes et al., 2020; Silveira et al., 2016; Silveira et al.,
2011). Os efeitos biolégicos dependem dos parametros de
irradiacdo, como o comprimento de onda e da dose (Chaves et al.,
2014).

Essa terapia quando usada em tecidos e células em uma
dosagem adequada, promove funcdes celulares, incluidno a
estimulacdo de linfocitos, ativacdo de mastdcitos, aumento da
producdo de adenosina trifosfato (ATP) mitocondrial e
proliferacdo de varios tipos de células, promovendo assim efeitos
anti-inflamatorios (Baptista et al., 2012; Lins et al., 2010). A
radiacdo laser é absorvida por meio de citocromos nas
mitocdndrias, sendo convertido em energia pela célula, ao qual
promove estimulacdo da proliferacdo celular, presente na fase de
reparo da lesdo tecidual (Da Silva, 2010).

A nanotecnologia € um dos principais focos das
atividades de pesquisa, tendo sua aplicacdo reconhecida em
diversas 4areas (Jeong et al., 2018). E um campo em
desenvolvimento e possui um enorme potencial para impactar
positivamente no sistema de salde. Importantes aplicacbes da

nanotecnologia estdo sendo empregadas na area da salde e o
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conhecimento bésico da interacdo dos nanomateriais com as
células e suas consequéncias biol6gicas estdo comecando a
evoluir (Bhattacharya, 2008; Arvizo et al., 2012).

Véarios métodos estdo disponiveis para a sintese de
nanoparticulas (NPs) com tamanho controlado e morfologia que
permite o aprisionamento de uma ampla variedade de moléculas
bioativas e sua liberacdo controlada (Malam et al., 2009; Ahn et
al., 2013). Atualmente, as nanoparticulas de ouro (GNPs) sédo
amplamente utilizadas para a distribuicdo de varias moléculas
bioativas melhorando a eficiéncia do farmaco, devido a sua
distribuicdo direcionada, toxicidade reduzida e captacdo
aumentada. As mesmas séo consideradas excelentes carreadoras
de proteinas e biomoléculas, sendo que quanto mais distribuida,
melhor a sua acéo terapéutica (Ghosh et al., 2017).

As GNPs vém sendo utilizadas no tratamento de
diferentes doencas devido as suas capacidades antioxidante e
anti-inflamatoria, inclusive no processo de reparo tecidual
(Victor, 2012; Li, 2015). Possuem potentes efeitos antioxidantes
na extingdo de radicais livres, como OH (hidroxil), H,O,
(peréxido de hidrogénio) e NO (Medhe et al., 2014; Leu et al.,
2012; Esumi et al., 2003), o que depende significativamente da
superficie especifica (Yakimovich et al., 2008). NPs esféricas de
ouro tém grande area superficial, o que resulta em alta tendéncia
para aceitar elétrons e interagir com espécies reativas de oxigénio

(EROs) para elimina-las ou desativa-las (BarathManiKanth,
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2010). Como resultado, as GNPs tornam-se um forte agente
antioxidante e desempenham um papel importante na cicatrizacdo
de feridas (Muthuvel et al., 2014).

De acordo com Rattanata et al. (2015), as GNPs exibem
altas atividades cataliticas de reacfes de eliminacdo de radicais
livres, sendo também capazes de aumentar os niveis de fator
nuclear eritroide 2 (NRF2), fator que induz a sinalizacdo de genes
antioxidantes. Este aumento é causado por acdo das GNPs que
afetam as ligacbes tidis de keapl, e assim, mudam sua
conformagdo, liberando NRF2 para posterior transcricdo de genes
citoprotetores, desta forma, contribuindo como um agente
antioxidante (Wang et al., 2017; Chen et al., 2015).

Kim et al. (2015) observaram que a aplicacdo tépica de
GNPs acelera significativamente os processos de cicatrizacao
desempenhando aumento significativo da expressao do colageno,
VEGF, além de outros fatores, ocorrendo o fechamento da ferida
quatro vezes mais rapido no que nos demais grupos. Em outro
estudo com animais, Akturk et al. (2016) avaliou um novo
nanocomposto de nanoparticulas de colageno/ouro como um
potencial biomaterial de cicatrizacdo de feridas cutaneas.
Avaliou-se suas propriedades estruturais e morfologicas,
biocompatibilidade in vitro e efeitos in vivo como inducdo ou
inibicdo das respostas inflamatorias, influenciando o fechamento
da ferida e sua possivel contribuicdo para o aumento da

reepitelizacdo, neovascularizacdo e formacdo de tecido de
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granulacdo. Volkova et al. (2016) e Li et al. (2015) demonstraram
que as GNPs além do potencial anti-inflamatério, antioxidante e
antimicrobiano, apresentam capacidades angiogénicas capazes de
aumentar a proliferacdo de fibroblastos e diminuir a apoptose
celular no processo de cicatrizagdo de feridas.

Atualmente diversos extratos de plantas tém sido usados
para sintetizar NPs metalicas, e essa forma de sintese garante uma
reducdo significativa da toxidade em tecidos bioldgicos,
seguranca e maior aplicabilidade (Zhang et al., 2016). Métodos
fisicos e quimicos usados anteriormente envolvem a producgdo de
subprodutos  téxicos, instrumentacdo cara €  Processos
experimentais  intensivos em  energia, limitando sua
aplicabilidade. Segundo Paiva-Santos et al. (2021), a sintese
baseada em plantas é mais valiosa do que a sintese baseada em
micro-organismos devido a eliminacdo de riscos bioldgicos,
procedimentos de isolamento demorados e elaborados. Além
disso, evita o desenvolvimento e manutencdo de culturas de
células, bem como altos custos, uma vez que pode ser reduzido
para grandes producfes ndo assépticas e contornar as &rduas
etapas de modificacdo de superficie e o demorado processo de
triagem microbiana e construcdo de vetores. Até esta data, uma
grande variedade de plantas foi usada para a sintese de NPs
(Ovais et al., 2016; Kasithevar et al., 2017; Paiva-Santos et al.,
2021). As plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas

devido aos seus efeitos fitoquimicos de alto valor terapéutico.
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Os extratos de plantas consistem em numerosos
fitoquimicos, como flavonoides, acidos fenodlicos, alcaloides,
saponinas, carboidratos, aminoacidos e proteinas e terpenoides,
que desempenham um papel vital na sintese de NPs de ions
metalicos, pois atuam como agentes capeadores/estabilizadores e
redutores (Dada et al., 2019). As atividades anti-inflamatdrias,
antibacterianas, antioxidantes, pré-angiogénicas, promotoras da
proliferacdo de fibroblastos e de sintese de pré-colageno de
algumas plantas podem ser 6timas contribuintes para 0 processo
de cicatrizacdo de feridas, podendo inibir a secrecdo de
mediadores inflamatorios, estimular a produgdo de citocinas, e
assim reduzir o tempo de reparo (Ning et al., 2022). Estudos
indicam que as nanoparticulas de ouro sintetizadas a partir de
varias ervas medicinais demonstraram um notavel potencial de
cicatrizacdo de feridas, com acdo antibacteriana, antioxidante e
anti-inflamatoria em ratos albinos Wistar (Amjed et al., 2017;
Milaneze et al., 2014).

Os extratos de Euterpe oleracea, Croton lechleri e Aloe
vera no processo de cicatrizagdo caracterizam-se por apresentar
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e sdo capazes de
promover a angiogénese, além de estimularem a deposi¢do de
colageno, epitelizacdo e contracdo de feridas (BinShabaib et al.,
2022, Ning et al., 2022; Pona et al., 2019).

Devido ao seu alto teor de polifendis, a E. oleracea

(conhecida popularmente como agai) demonstra uma série de
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efeitos protetores benéficos no tecido humano (Shash et al., 2019;
Pedro et al., 2018; Dembitsky et al., 2011; Schauss et al., 2010;
Schauss et al., 2006). E uma fruta tropical roxa com muitos
nutrientes antioxidantes e que tem excelentes efeitos anti-
inflamatdrios e cicatrizantes na pele. Em particular, contém
antioxidantes, gorduras insaturadas, vitaminas e minerais que
conferem a fruta suas qualidades hipocolesterolémicas,
imunoestimulantes, anti-inflamatorios e antioxidantes
(Interdonato et al., 2023).

A acdo antioxidante da suplementacdo de acai foi
examinada em alguns estudos in vivo realizados em ratos. As
proteinas carboniladas e as concentragdes séricas dos grupos
sulfidrila total, livre e proteica foram reduzidas apds 6 semanas
de ingestdo de acai em ratos (Pala et al., 2018). Uma investigacao
em ratos relatou que as interagdes entre laserterapia de baixa
poténcia e extrato de acai apresentam efeitos antioxidantes, anti-
inflamatdrios, antiapoptéticos e promovem a proliferacdo de
fibroblastos (Felin et al., 2022). No estudo de Interdonato et al.
(2023), em um modelo de ferida excisional em ratos, a
administracdo oral de acai causou melhorias no fechamento da
ferida, granulacdo e reepitelizacdo, o que contribuiu para uma
restauracdo quase completa da epiderme nesse grupo. Outro
estudo demonstrou o potencial dessa planta na reducéo de area da
ferida, aumento do conteddo de colageno em analises

histolégicas. Em geral, o grupo tratado com acai apresentou
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regeneracdo mais rapida do tecido, o que pode estar associado a
sua alta atividade antioxidante. Tem sido relatado também que o
acai tem excelente efeito supressor na geracdo de EROS e pode
suprimir a ativacdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e TNF-a in
vitro (Kang, Choi e Kim, 2017).

A C. lechleri, conhecida popularmente como Sangue de
Dragéo (SD), é uma planta medicinal amaz6nica com uma seiva
vermelha caracteristica. Sua gama de acdo fitoquimica em
estudos pré-clinicos inclui propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes, antimicrobianas, antifingicas e antineoplasicas. Os
estudos clinicos refletem a cicatrizacdo de feridas e as
propriedades antivirais. As atividades de cicatrizagdo de feridas
da planta sangue de dragdo foram comprovadas por promover a
angiogénese, deposicdo de colageno, epitelizacdo e contragdo
(Ning et al., 2022; Pona et al., 2019).

No estudo de Zheng et al. (2021) foi observado que a
planta SD apresenta de forma significativa uma acéo
antibacteriana contra Staphylococcus aureus presentes em feridas
infectadas, promove também a reducdo do biofilme, sendo
alternativa para seu tratamento. O impacto clinico de C. lechleri no
tratamento de feridas cronicas pode impedir a cicatrizacdo
prolongada de feridas, influenciando a fase inflamatoria,
proliferativa e de maturagdo, aumentando a sintese de colégeno,
contracdo da ferida e migracdo de fibroblastos. Juntamente com a

protecdo antimicrobiana e oclusiva da seiva de C. lechleri, esta
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pode fornecer uma terapia alternativa para o tratamento de feridas
cronicas (Pona et al., 2019).

Em outro estudo, foi observado que o perclorato de
dracorodina, extraido do sangue de dragdo, foi utilizado para
avalicdo do processo de cicatrizagdo em modelo de rato Wistar,
sendo constatado seu poder de inibir a secrecdo de IL-1 e TNF-a,
reduzindo a inflamacgdo, bem como estimulando VEGF e TGF, na
formagdo de novos vasos e na deposi¢do do colageno (Jiang et
al., 2020). Foi relatado que o VEGF poderia acelerar o processo
de angiogénese através da secrecdo de angiopoietina-2 (ANG-2)
mediada por células endoteliais vasculares e que o extrato de C.
lechleri pode ativar a via de sinalizacdo Ras/MAPK nas células
endoteliais, aumentando assim a angiogénese (Folkman, 2006).

A planta A. vera (AV), historicamente tem sido
consistentemente Gtil no tratamento de feridas e queimaduras
devido a sua capacidade de estimular a cicatrizacdo, a
regeneracdo dos tecidos e reduzir a cicatriz. Sua acdo
farmacoldgica inclui forte atividade anti-inflamatéria e
antibacteriana (Chelu et al., 2023; Jales et al., 2022). A produc¢do
de A. vera tornou-se uma indistria crescente por causa dos
muitos beneficios a salde alegados pela planta (Salehi et al.,
2018). A. vera é uma planta medicinal madura com grande
potencial no tratamento de feridas cutneas. Tanto o gel de A.
vera quanto o extrato podem promover a cicatrizacdo de feridas

in vitro e in vivo. Estudos mostram que a A. vera aumenta a
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producdo de bFGF e TGF-B para promover a deposicdo de
colageno, proliferacdo de fibroblastos e angiogénese (Lin et al.,
2016; Burusapat et al., 2018 Pawlowicz et al., 2022; Razia et al.,
2022). Além de diminuir significativamente a expressdo de
citocinas pré-inflamatorias, incluindo IL-1p ¢ TNFa, induzindo
assim efeitos anti-inflamatorios, pode reduzir significativamente
0 periodo inflamatério e diminuir malondialdeido (MDA),
produto final da peroxidagdo lipidica (Budai et al., 2013).

Além dos efeitos da planta, estudos com nanoparticulas
contendo A. vera apresentam resultados promissores com
propriedades antibacterianas e maiores taxas de sobrevivéncia de
fibroblastos, bem como menor citotoxicidade e melhor libera¢do
de drogas (Liang et al., 2021). Barkat et al. desenvolveu uma
formulacdo de nanoparticulas combinando a nanosuspensdo de
sulfadiazina de prata com gel de A. vera. A avaliacdo in vitro
mostrou alta taxa de liberagdo do farmaco e estudos
histopatoldgicos de ratos tratados por 14 dias mostraram melhora
na cicatrizacao de feridas (Barkat et al., 2017).

Diante de todo exposto, acredita-se que 0 uso associado
das GNPs com o extrato das plantas mencionadas (Figura 3) é
capaz de desenvolver uma nova modalidade terapéutica no
tratamento de lesbes cutaneas, com efeitos potencializados
envolvidos no processo de cicatrizagdo epitelial e na reducdo dos
danos causados pelo processo inflamatorio agudo e perpetuado na

pele.
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Figura 3. O uso de plantas medicinais na sintese verde de
nanoparticulas para cicatrizacéo de feridas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com GNPs reduzidas
pelo método de sintese verde com E. oleracea, C. lechleri e A.
vera em um modelo de ferida cronica induzida com Resiquimod,
e comparé-las a um tratamento padrdo comercial (Safgel®) e

Laser, em ratos Wistar.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a utilizagdo do Resiquimod como modelo de
ferida cronica, e o potencial tratamento com GNPs sintetizadas
por sintese verde em:

. Avaliacdo macroscdpica por escore inflamatorio;

. Quantificacdo da area (cm?) da ferida para

avaliar a contragdo do tecido epitelial nos dias 0 e 10 do

tratamento;

o Quantificagdo do infiltrado inflamatdrio e &reas

de colageno através de analise histolégica ap6s 10 dias

de tratamento;

. Avaliacdo a expressdo génica (RT-PCR) de

colageno tipo Il e fibronectina;
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. Quantificagdo dos niveis proteicos de citocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias (IL1p, TNF-a,
IL10, IL4 e TGF-B) apds 10 dias de tratamento;

° Avaliacdo da producdo de oxidantes, niveis de
dano oxidativo e atividade do sistema antioxidante apds

10 dias de tratamento.
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3 METODOLOGIA
3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto foi submetido & Comissdo Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense —
UNESC, para aprovagdo dos procedimentos em conformidade
com as diretrizes brasileiras para o uso de animais com propdsitos
cientificos e didaticos (Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCTI, p.7).
Foi aceito sob nimero de protocolo n® 75/2022 (anexo A). Esta
pesquisa também seguiu as Diretrizes ARRIVE 2.0 (Percie du
Sert et al., 2020).

3.2 SINTESE VERDE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

As GNPs foram obtidas pela reducdo de diferentes
extratos. Uma solucdo estoque de cada extrato (E. oleracea, C.
lechleri e A. Vera) foram preparadas em etanol absoluto.
Solugdes estoque de acido cloroaurico (HAuCIl, 4 mM), foram
preparadas em &gua Milli Q. Na sequéncia, uma solugdo pre-
definida de extrato foi adicionado em agua Mili Q e mantida sob
agitacdo e aquecimento até atingir a temperatura de 90 °C.
Hidroxido de sédio (NaOH) (0.1 M) foi usado para ajustar o pH
entre 10 e 11. Na sequéncia, uma solugdo 1 mM de HAuCI4 foi

adicionada gota a gota sob agitacdo simultanea. A reacdo foi
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mantida sob agitacdo até atingir a temperatura ambiente e
posterior formacao das GNPs.

As solucbes de GNPs foram caracterizadas por
espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis), em um modelo
SpectraMax Plus. As nanoparticulas foram medidas na regido do
visivel (390-700 nm). O tamanho e morfologia das
nanoparticulas foram realizados por microscopia eletrénica de
transmissao (TEM) usando um JEM-1011 (100 kV). Uma gota da
solucdo das nanoparticulas foi adicionada a uma grade de cobre
(300 mesh) coberta com uma fina camada de carbono. A secagem
foi realizada em temperatura ambiente (24 h) e posteriormente as
imagens foram obtidas. O tamanho hidrodindmico e a carga
superficial em pH 7,4 (25 °C) foram investigados através de
medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta,
usando um Zetasizer Nano ZS. As solucbes de nanoparticulas
foram colocadas em uma célula capilar dobrada. Todas as
analises foram realizadas em triplicata, para obtencdo da média e
desvio padrdo (DP). A estabilidade das solugdes foi avaliada por

espectroscopia UV-Vis e Zetasizer.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 105 ratos Wistar machos com as
seguintes caracteristicas: 60 dias de vida, com peso entre 250-300

g, provindos da col6nia de reproducéo do Biotério da UNESC. Os
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animais foram agrupados em gaiolas especificas (comprimento
30 cm x largura 20 cm x altura 13 cm), distribuidos em seis
animais por caixa, colocados sobre estantes e sobre os cuidados
dos funcionarios do Biotério. A temperatura do ambiente foi
controlada entre 20 + 22°C, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre
acesso. Os ratos 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 ap6s induzidos a
lesdo epitelial aguda ou crénica de acordo com seus respectivos
grupos. Foram distribuidos randomicamente em 7 grupos
experimentais (n = 15) sendo 5 animais para histologia, € o

restante foi destinado para analises bioquimicas e moleculares.

I.  (FA): Ferida Aguda - sem tratamento local ou sistémico;
Il.  (FC): Ferida Crénica induzida com Resiquimod - sem
tratamento local ou sistémico;
1.  (FC + GNPs-Acai): FC + tratamento com GNPs
reduzidas com E. oleracea;
IV.  (FC + GNPs-SD): FC + tratamento com GNPs reduzidas
com C. lechleri (Sangue de Dragao);
V. (FC + GNPs-AV): FC + tratamento com GNPs reduzidas
com A. vera;
VI.  (FC + SafGel®): FC + controle positivo com SafGel®;
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VII.  (FC + FBM): FC + controle positivo com Laser 660 nm,
2J,

3.4 LESAO EPITELIAL

O modelo de lesdo 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 3 cm?.

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

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

Os animais foram anestesiados com isoflurano 4%. Cada
rato recebeu uma incisdo cirdrgica de forma circular com
didmetro de aproximadamente 3 cm?, 100 pL da solucdo de
trabalho de Resiquimod R848 14 mM foram aplicados
topicamente por 6 dias. Ap6s 8 dias Ultimo dia de aplicacdo de

Resiquimod, iniciou-se o tratamento dos animais.

3.5 TRATAMENTO

Posteriormente aos 6 dias de indugdo da leséo cronica, as
feridas foram analisadas por mais 8 dias. Os tratamentos foram
iniciados entdo no oitavo dia ap6s a Ultima aplicacdo do
Resiquimod, e realizados diariamente até o décimo dia. Nos
grupos controle positivo 0s animais receberam tratamento tépico
com 1 ml de Safgel®, e Laser (660 nm, 2J), onde a irradiacdo foi
executada em cinco regides distintas ao redor da ferida, com a
caneta do laser perpendicular a pele numa distancia de 0,5 cm por
ponto (Morrone et al., 1998).

Nos grupos com tratamento teste foram utilizadas GNPs
(20 nm, 12,5 ug/mL) sintetizadas pelo método de sintese verde,
reduzidas com E. oleracea, C. lechleri e A. vera. O tratamento
topico teve duracdo de 10 dias, onde foi aplicado diariamente 1

ml de GNPs e ap6s aplicacdo esperava-se 10 minutos para
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absorcdo antes da devolucdo dos animais as suas respectivas
caixas. Apos 12 horas do dltimo dia de tratamento tdpico, 0s
animais foram anestesiados com isoflurano 4% e mortos por
decapitacdo em guilhotina (figura 4). Em seguida, a pele/leséo de
5 animais de cada grupo foi retirada com margem de seguranga
de 0,5 cm para analise histopatoldgica. O restante foi destinado

para analises bioquimicas e moleculares.

Dias: 1 6 14 24 25

v I v i

Indugéo Inicio dos Eutanssia
Lesao Epitelial tratamentos

Aplicagio didria Tratamentos didrios
de Resiquimod

Figura 4. Desenho experimental (Figura elaborada pelo autor,
2023).

3.6 EUTANASIA

Apobs 12 horas do Ultimo tratamento, os animais foram
anestesiados com isoflurano 4% e foram levados a eutanasia por
decapitagdo. A partir disso, a borda externa da ferida foi
cirurgicamente removida e imediatamente processada e
armazenada em freezer -70 °C para posteriores analises
bioguimicas, histopatolégicas e moleculares. As carcacas dos
animais foram acondicionadas em sacos plasticos brancos

préprios para descarte de material bioldgico e armazenado em
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freezer em uma clmara 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.
3.7 ESCORE INFLAMATORIO

A avaliacdo macroscopica da ferida conta com uma
pontuacdo geral que foi dividida em pontuacdo de inflamacéo e
pontuacdo de &rea.

Os seguintes parametros foram incluidos no escore de
inflamag&o: presenca de pus, inchago ou eritema e a largura do
eritema, se presente. Para cada parametro, os nimeros individuais
foram dados com base no fenotipo da ferida. As pontuagdes se
deram da seguinte maneira: pus (pontuacdo 0-2), eritema
(pontuacdo 0-4), e inchaco (pontuagdo 0-2), com uma pontuagdo
maxima de soma possivel de 8 para a pontuacédo de inflamagcéo.

Os seguintes parametros foram incluidos na pontuagéo da
area: tamanho da ferida, umidade da ferida, presenca de tecido de
granulacdo, crostas e necrose. Para cada pardmetro, 0s nimeros
individuais foram dados com base no fenétipo da ferida. As
pontuacdes se deram da seguinte maneira: a umidade da ferida
(escore 0-1), tamanho (pontuagdo 0-3), tecido de granulagio

(pontuacdo 0-2), crosta (pontuacdo 0-3) e necrose (pontuagéo 0—
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4), com uma pontuagdo maxima possivel de 13 e uma pontuacdo
minima possivel de 0 para a pontuagdo da area.

A soma dessas duas pontuacgdes resultou na pontuacdo
geral da ferida, com uma pontuagcdo maxima possivel de 21
pontos e uma pontuacdo minima possivel de 0 pontos. Este
sistema de pontuacdo usado rotineiramente em estudos onde a
cicatrizacdo de feridas é investigada (Holzer-Geissler et al.,
2022).

3.8 ANALISE DO TAMANHO DAS FERIDAS

O método fotografico foi uma alternativa precisa para
medir a area da ferida, sendo uma técnica apropriada para feridas
limpas, contaminadas ou ndo. Imagens digitais das feridas foram
feitas na resolucgdo: 3264 x 2448 pixels e analisadas pelo software
IMAGEJ® 1.51. As imagens das lesdes foram obtidas nos dias 0 e
10 do tratamento, para verificagéo visual da evolugdo do processo
de cicatrizacio e mensuracdo do tamanho delas (area,
comprimento e largura) calculando a variacdo das &reas das
feridas neste perfodo em cm?®. Essas mensuracdes foram feitas
pelo mesmo pesquisador, sendo realizadas 5 mensuragdes de cada

ferida e utilizado o valor médio.
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3.9 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de tecido cutaneo de cinco animais por
grupo foram embebidas em solucdo de paraformaldeido (PFA) a
10% em tampéo 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 apds desidratacdo e
clareamento, e seccionadas em cortes de 5 um de espessura.
Quantificagdes histolégicas da infiltracdo de leucécitos e
deposicdo de coldgeno ocorreram com hematoxilina-eosina e
tricromio de Gomori, respectivamente. As laminas foram lidas
em microscopio optico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA),
com aumento de 200 x, 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 coloracéo nuclear de
células inflamatorias (H&E). Os dados foram expressos como
densidade optica (OD).

3.10 TESTES MOLECULARES E BIOQUIMICOS

3.10.1 RT-PCR

A andlise de expressdo génica de colégeno tipo Il e
fibronectina foram realizadas através de PCR — Real Time. O

RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Life
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Technologies) e seguindo as instrucdes recomendadas pelo
fabricante. O RNA obtido foi solubilizado em 30 pl de agua
Milli-Q tratada com DEPC 0,1% (Sigma), agrupado em um Unico
tubo e armazenado a -20 °C. O RNA total extraido foi
quantificado por espectrofotometria em absorbancia a 260nm e
280nm. A relacgo entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada
para estimar a contaminacdo por proteinas. Foram considerados
de boa qualidade 0os RNAs cuja relagdo 260/280 nm estiverem
entre 1,8 e 2,0. Logo apds, o DNA complementar foi sintetizado
através da transcriptase reversa M-MLV, que promove uma fita
de DNA complementar a partir de RNA de fita simples. A parte
final inclui a PCR em tempo real, por meio do sistema do corante
SYBR Green, que possui ligacdo altamente especifica ao DNA
dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se

acumula durante os ciclos da reacéo (Bustin, 2002).

3.10.2 Marcadores Inflamatérios

A fim de determinar-se a concentracdo de citocinas
inflamatérias nos tecidos de interesse, foi realizado o
imunoensaio de imunoabsorbancia enzimatica (ELISA),
sanduiche indireto (DuoSet ELISA) utilizando amostras das
estruturas avaliadas em duplicatas. As amostras foram
primeiramente homogeneizadas em tampdo de lise com
inibidores de proteases, com o intuito de preservar o conteildo

proteico da amostra de interesse. Com as amostras devidamente
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preparadas, as placas de ELISA foram sensibilizadas com um
anticorpo de captura especifico (diluicgdo 1:100), deixando
overnight a 4 °C. No dia posterior, as placas foram lavadas com
tampdo de lavagem (Tween 20 e NaCl), bloqueadas (ELISA /
ELISPOT Diluent) e incubadas por uma hora a temperatura
ambiente. As amostras dos tecidos de interesse foram entéo
pipetadas em duplicata na placa (100 microlitros), sobre seus
respectivos anticorpos de captura. Apos duas horas de incubacéo,
as placas passaram novamente pela etapa de lavagem, afim de
remover-se as ligagOes inespecificas. Posteriormente, adicionou-
se 0 anticorpo de deteccdo, o qual se ligou aos antigenos da
amostra formando assim um “sanduiche” de anticorpo e amostra.
Apo0s periodo de incubacdo a temperatura ambiente e posterior
etapa de lavagem, foi adicionado 100 ul de uma solugéo contendo
uma enzima peroxidase (HRP). Sob esta solugdo, adicionou-se
um substrato cromogénico, o tetrametilbenzidina (TMB), a qual
em presenca da HRP emitiu uma coloracdo azul especifica. Para
parar esta reacdo, utilizou-se 50 ul por pogo de acido sulfirico
diluido. A concentracdo das citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-
1B, IL-4, IL-10) e fatores de crescimento (TGF-B) foram
determinadas via leitura da absorbancia (450 nm) em
espectrofotdmetro (BIO-RAD, 680).
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3.10.3 Parametros de Estresse Oxidativo

3.10.3.1 Oxidantes

A producdo de hidroperoxidos foi determinada pela
formagcdo intracelular de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFHDA) a
partir da oxidacdo do diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
(H,DCFDA) 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 conteido 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 540 nm. O conteldo de nitritos foi
calculado com base numa curva padrdo de 0 a 100 nM realizada
com o metabolito nitrito de sddio (NaNO,). 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
quantificacdo de proteinas carboniladas através da reagdo de
grupos carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reacdo gera a
formacdo de hidrazonas correspondentes. O conteudo de
carbonilas foi determinado espectrofotometricamente a 370 nm
como previamente descrito por Levine et al. (1990). Os

resultados foram calculados como nmol/mg de proteina
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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 0s grupos tidis
gerados, formando um derivado amarelo (TNB), que foi
mensurado  espectrofotometricamente  em um  aparelho

spectramax a 412nm (Aksenov e Markesbery, 2001).

3.10.3.3 Atividades das Enzimas Antioxidantes

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da
auto-oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente
(480 nm) segundo Bannister e Calabrese (1987). As amostras de
homogenato de tecido epitelial foram homogeneizadas em
tampdo de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15 ul foram retiradas da
mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de &gua
destilada), tampdo de glicina 175-185mL (0,759 em 200 ml de
agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5 ul adrenalina (60mM em agua
destilada +15ml/ml de HCI fumegante) foram adicionados. As
leituras foram realizadas por 180 s em intervalos de 10 s e
medido em leitor de ELISA a 480 nm. Os valores foram
expressos em unidade de SOD por miligrama de proteina (U/MG
de proteina).

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por
Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptacbes. GSH foi

mensurado no homogenato de tecido epitelial apds precipitacao
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de proteina com 1mL proteina de acido tricloroacético 10%. Em
parte da amostra foi adicionado um tampéo de fosfato 800 mM,
pH 7,4 e 500 um DTNB. A absorbancia foi lida a 412nm depois
de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa reduzida foi usada

para calcular os niveis de GSH nas amostras.

3.10.4 Determinac6es do Contetdo Proteico

O teor de proteina a partir do tecido homogeneizado foi
ensaiado utilizando albumina de soro bovino como um padréo, 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 médio
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 é de P<0,05. Foi

utilizado o GraphPad Prism 7 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS GNPS

A Figura 5 representa a morfologia e distribuicdo de
tamanho das particulas que foram analisadas via Microscopia
Eletronica de Transmissdo (TEM). As diferentes nanoparticulas
apresentaram morfologia esférica e uma distribui¢do de tamanho
médio de ~5 a 30 nm. Todas as nanoparticulas apresentaram
superficie de carga negativa, GNPs-Acai (-26 mV +4) figura 5A,
GNPs-A. vera (-22 mV+5) figura 5B ¢ GNPs-SD (-19 mV+4)
figura 5C. A alta superficie de carga negativa assegurou uma boa
estabilidade coloidal (>seis meses). As nanoparticulas com
diferentes extratos ndo apresentam diferenca significativa
(ANOVA p < 0,5) no comprimento de onda maximo (figura 5D).
O potencial zeta das diferentes nanoparticulas foi de > 19 mV
(pH 7), conferindo uma boa estabilidade das diferentes
nanoparticulas (tabela 1). Os comprimentos de onda obtidos

confirmam a formag&o de nanoparticulas metalicas.
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Figura 5. Imagens TEM de diferentes GNPs obtidas com (A)
Acai; (B) A. vera; (C) Sangue de Dragdo; (D) Andlise de absorbéancia
das GNPs sintetizadas com os diferentes extratos.

Tabela 1. Distribuicdo de tamanho médias e potencial zeta das
diferentes nanoparticulas

DP Potencial Comprimento de
AMOSTRAS ]
(nm) Zeta (mV) onda maximo
GNPs-Agai 32 -26 +4 531 nm
GNPs-AV 24 -22 5 519 nm
GNPs-SD 22 -19+4 524 nm

+ Desvio padrdo médio de 3 determinacdes
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4.2 AVALIACAO MACROSCOPICA DO  ESCORE
INFLAMATORIO

Inicialmente avaliou-se macroscopicamente o escore
inflamatdrio das feridas (Fig. 6), onde os seguintes parametros
foram incluidos: presenca de pus, inchaco ou eritema e a largura
do eritema, se presente; e pontuagdo da area: tamanho da ferida,
umidade da ferida, presenca de tecido de granulacdo, crostas e
necrose. As pontuagdes foram somadas gerando um escore final.
Quatorze dias apds a inducdo do modelo crénico de ferida, todos
0S grupos apresentaram aumento do score inflamatério quando
comparados ao grupo Ferida Aguda (FA) (figura 6A, p < 0,05).
No 24° dia, 10 dias ap6s o término de seus respectivos
tratamentos, os grupos Ferida Croénica (FC) e FC + Safgel
apresentaram escore inflamatério aumentado quando comparados
ao grupo LE (p<0,05). Ja os grupos tratados com as GNPs-Acai e
GNPs-SD (p<0,001) e os grupos GNPs-AV e FBM (p<0,01)
apresentaram menor score inflamatério quando comparados ao

grupo FC.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre a avaliagdo macroscopica do escore
inflamatério. Os dados sdo apresentados em Média + EPM, no qual:
*p<0,05 v.s Grupo Ferida Crobnica (FC); **p<0,01 v.s Grupo FC;
***n<0,001 v.s Grupo FC; ****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e #p<0,05 v.s
Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma via seguido de teste post
hoc de Tukey).

4.3 ANALISE DA AREA DE CONTRACAO DA FERIDA

Em relacdo a area de contracéo da ferida, representada na

figura 7, no 14° dia ap6s a inducdo do modelo de ferida crénica e
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antes do inicio dos tratamentos, observou-se que todos 0s grupos
apresentaram menor area de contracdo da ferida quando
comparados ao grupo FA (figura 7A, p < 0,05). No 24° dia, que
caracteriza o décimo dia apds os devidos tratamentos, observou-
se que o grupo FC apresentou menor area de contracdo da ferida
guando comparado com o grupo FA (p<0,05). Além disso, todos
0S grupos tratados apresentaram maior area de contracdo da
ferida quando comparados ao grupo FC, sendo que 0s grupos
tratados com GNP-SD e Safgel apresentaram valor de p<0,05; o
grupo tratado com GNP-agai p<0,01; o grupo GNP-AV valor de
p<0,001 e o grupo FBM com valor de p<0,0001.
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Figura 7. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre a &rea de contracdo da ferida. Os dados
sdo 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;
****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e #p<0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA)
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Na Figura 8A observa-se imagens representativas de
cortes histologicos da ferida, corados com H&E, e na figura 8B
as quantificagdes da média de nimero de infiltrado inflamatorio.
Os resultados demonstram diminuicdo do infiltrado em todos 0s
grupos tratados comparados ao grupo FC, nos quais os grupos FC

+ GNPs-Acai e FC + GNPs-AV apresentaram menor nimero de
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infiltrado (p<0,01) que os grupos FC + GNPs-SD, FC + Safgel e
FC + FBM (p<0,05). Os grupos FC + GNPs-Acai, FC + GNPs-
AV e FC + FBM ainda apresentaram menor nimero de infiltrado
inflamatdrio quando comparados ao grupo FA (p<0,05).

A figura 8C representa 0s resultados de cortes
histoldgicos corados com tricomio de Gomori para visualizagéo
da area de colageno, representado graficamente da figura 8D, o

qual nenhum dos grupos apresentou diferenca significativa.

3 Ferida Aguda
. Forda Cronica (FC)

. Ferida Crdnica (FC)
B FC + GNPs-Acal
= FC+GNPs-SD

3 FC+ GNPs-AV

@ FC + Safgel

© FC+FBM

B FC + GNPs-Acai
B3 FC+ GNPs-SD
&3 FC + GNPs-AV
@ FC + Safgel

£ FC+FaM

Figura 8. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre a anélise histologica. A) Infiltrado
inflamatorio; B) NUmero médio de infiltrado inflamatério; C) Area de
coladgeno; D) Porcentagem da éarea de coldgeno. Os dados sdo
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;
****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e #p<0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA)
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).



73

4.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR PCR

Para avaliacdo da expressdo génica de fibronectina e
colageno tipo Il foi realizada a técnica de PCR (Ffigura 9). O
grupo FC apresentou menor expressdo desses marcadores quando
comparado ao grupo FA (figura 9A, p < 0,05).

Ao analisar os resultados dos grupos tratados, 0 grupo
FC + GNP-agai apresentou aumento na expressdo génica de
fibronectina quando comparado ao grupo FC (p < 0,05). Os
grupos FC + GNP-AV, FC + Safgel e FC + FBM também
apresentaram aumento na expressdo génica de fibronectina
guando comparado ao grupo FC (p < 0,001), sendo que o0 grupo
FC + FBM também foi diferente estatisticamente do grupo FA
(p<0,05).

Em relacdo ao coldgeno tipo Il (figura 9B), todos os
grupos tratados demonstraram aumento da expressdo génica
comparados ao grupo FC, no qual o grupo FC + GNP-Acai
apresentou um valor de p < 0,05. Os grupos FC + GNP-SD, FC +
Safgel e FC + FBM obtiveram um valor de p < 0,01 e o grupo FC
+ GNP-AV p < 0,0001.
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Figura 9. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre a avaliagdo da expressdo génica de
fibronectina e colageno tipo Il por PCR. Os dados sdo 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; ****p< 0,0001 v.s
Grupo FC; e #p<0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma
via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.6 ANALISE DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Na figura 10 estdo representados 0s niveis proteicos de
citocinas pro-inflamatéria TNF-a (figura 10A) e IL-1B (figura
10B). Na figura 10A observa-se que o grupo FC apresentou

aumento significativo dos niveis de TNF-o quando comparados
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ao grupo FA (p < 0,05), ja nos grupos tratados com GNP-AV,
Safgel e FBM o0s niveis proteicos dessa citocina diminuiram
guando comparados ao grupo FC (p < 0,05).

Na figura 10B, o grupo FC e FC + FBM apresentaram
aumento dos niveis proteicos de IL-1B (p<0,05) comparados ao
grupo FA. No entanto, resultado diferente foi encontrado nos
grupos tratados com GNP-SD, GNP-AV e Safgel nos quais
apresentaram diminui¢do nos niveis de IL-1p comparados ao
grupo FC (p < 0,05).

A 60+

T
£
2

[=]

‘5. 404 * *

o
£

=]

=3
= 204

f 3 Ferida Aguda
z

= mm Ferida Crénica (FC)

0- @ FC + GNPs-Agai
B3 FC + GNPs-SD
B 60 = FC + GNPs-AV

= mn FC + Safgel

5 =3 FC +FBM

S 40

o

(=2

E

(=]

£ 20

<«

hr

0.

Figura 10. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre os niveis proteicos de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B). Os dados sdo 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; ****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e
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#p<0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma via seguido de
teste post hoc de Tukey).

4.7 ANALISE DE CITOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS

A figura 11 demonstra os resultados referentes aos niveis
proteicos de citocinas anti-inflamatérias IL10 (Fig. 11A), IL 4
(Fig. 11B) e fator de crescimento TGF- (Fig. 11C). Os niveis de
IL10 apresentaram-se maior nos grupos FC + GNPs-Agai (p <
0,001), FC + GNPs-SD (p < 0,01) e FC + GNPs-AV (p < 0,05)
guando comparados ao grupo FC. Resultado semelhante foi
encontrado nos niveis proteicos de I1L4, nos quais 0s grupos FC +
GNPs-SD e FC + GNPs-AV (p < 0,05) e o grupo FC + GNPs-
Acai (p < 0,01) apresentaram aumento nos niveis desse marcador
guando comparados ao grupo FC.

Na andlise dos niveis do fator de crescimento TGF-B
(figura 11C), o grupo FC apresentou diminuicdo significativa
guando comparado ao grupo FA (p < 0,05). J& os grupos tratados
apresentaram aumento nos niveis desse marcador quando
comparados ao grupo FC, sendo os grupos FC + GNPs-AV, FC +
Safgel e FC + FBM apresentaram valor de p < 0,05 e o grupo FC
+ GNPs-SD p < 0,01. O grupo tratado com GNPs-Acai
apresentou aumento significativa nos niveis de TGF-f quando
comparado ao grupo FC (p<0,0001) e quando comparado ao
grupo FA (p<0,05).
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Figura 11. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre os niveis proteicos de citocinas anti-
inflamatodrias (IL10, IL4 e TFG-B). Os dados sdo 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; ****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e
#p<0,05 v.s Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma via seguido de
teste post hoc de Tukey).
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4.8 ANALISE DOS NiVEIS DE OXIDANTES

Os niveis de DCF e nitrito foram utilizados como
pardmetros oxidativos (Fig. 12). Em relacdo os niveis de DCF
(figura 12A) o grupo FC apresentou um aumento quando
comparado ao grupo FA (p < 0,05). O contrério foi observado nos
grupos tratados, onde os niveis de DCF estavam diminuidos nos
grupos tratados com GNPs-Acai, GNPs-SD e Safgel (p < 0,01) e
nos grupos GNPs-AV e FBM (p < 0,001) quando comparados ao
grupo FC.

Resultado semelhante foi observado na figura 12B. Os
niveis de nitrito apresentaram-se aumentados no grupo FC (p <
0,05) quando comparado ao grupo FA. E 0s grupos tratados
apresentaram diminuicdo significativa desses niveis, sendo os
grupos tratados com GNPs-Acai, Safgel e FBM (p < 0,01), o
grupo GNPs-SD (p<0,05) e o grupo GNPs-AV (p < 0,001)

comparados ao grupo FC.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre os niveis de oxidantes: DCF (A) e
Nitrito (B). Os dados séo apresentados em Média + EPM, no qual:
*p<0,05 v.s Grupo Ferida Crobnica (FC); **p<0,01 v.s Grupo FC;
***n<0,001 v.s Grupo FC; ****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e #p<0,05 v.s
Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma via seguido de teste post
hoc de Tukey).

49 MARCADORES DANO OXIDATIVO E
ANTIOXIDANTES

A figura 13 apresenta os marcadores de dano oxidativo e

0s niveis de enzimas antioxidantes. Como marcadores de dano

oxidativo foram analisados os niveis de carbonil (figura 13A) e 0

contetdo de sulfidrila (figura 13B). Em relacdo a carbonilacéo de
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proteinas o grupo FC apresentou aumento significativo em
relagdo ao grupo FA (p < 0,05). Ja os grupos tratados
apresentaram diminuicdo significativa nos niveis desse marcador
sendo os grupos FC + GNPs-Acai, FC + GNPs-AV e FC + Safgel
(p < 0,01) e os grupos FC + GNPs-SD e FC + FBM (p < 0,05)
guando comparados ao grupo FC. A figura 13B representa o
contetdo de sulfidrila, onde apresentou-se diminuido em todos os
grupos (exceto FC + GNPs-AV) quando comparados ao grupo
FA (p < 0,05).

A defesa antioxidante foi medida através da atividade de
superdxido dismutase e glutationa reduzida. Na figura 13C a
atividade de SOD estava diminuida nos grupos FC, FC + Safgel e
FC + FBM comparados ao grupo FA (p < 0,05). Ja nos grupos FC
+ GNPs-Agai e FC + GNPs-AV apresentou-se aumentada (p <
0,05) quando comparados ao grupo FC. Na figura 13D a
atividade de GSH apresentou-se diminuidas nos grupos FC e FC
+ Safgel comparados ao grupo FA (p < 0,05) e o grupo FC +
GNPs-AV apresentou aumento dessa atividade enzimatica

guando comparado ao grupo FC (p < 0,05).
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Figura 13. Efeitos do tratamento com GNPs-Acai, GNPs-SD,
GNPs-AV, Safgel e FBM sobre os marcadores de dano oxidativo:
Carbonil (A) e Contetdo de Sulfidrilas (B) e de defesa antioxidante:
SOD (C) e GSH (D). Os dados sdo apresentados em Média = EPM, no
qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida Cronica (FC); **p<0,01 v.s Grupo FC;
***n<0,001 v.s Grupo FC; ****p< 0,0001 v.s Grupo FC; e #p<0,05 v.s
Grupo Ferida Aguda (FA) (ANOVA de uma via seguido de teste post
hoc de Tukey).



82

5 DISCUSSAO

A inflamacdo prolongada é uma das principais causas de
feridas cronicas em nivel celular. A inflamacdo crénica
caracteriza-se quando o organismo ndo é capaz de resolver a
inflamacdo fisioldgica, e a transi¢do para a fase de proliferacdo é
blogueada (Velnar et al., 2009). Muitos fatores tém sido
associados a inflamagdo prolongada, resultando em atraso na
cicatrizacdo de feridas (Qian et al., 2016), mas ainda se investiga
0S mecanismos subjacentes de uma inflamacdo cronica e
transicdo atrasada ou perturbada para a fase de proliferacéo.

A maioria dos modelos pré-clinicos de feridas
estabelecidos néo leva em consideracdo a inflamacédo prolongada,
entdo eles criam feridas agudas que nédo refletem corretamente a
pratica clinica (Velnar et al., 2009). Neste estudo, analisou-se 0
impacto especifico da inflamacdo na progressdo da cicatrizacao
de feridas. Para induzir a inflamacdo prolongada, foi realizada
aplicacdo tdpica de Resiquimod. A inflamacdo foi documentada
por pontuacdo visual e area de contracdo da ferida, somados a
andlise histoldgica, niveis de expressdo génica de fibronectina e
colageno tipo I1l, e mediadores inflamatorios.

Uma vez que a inflamacdo prolongada desempenha um
papel proeminente na cicatrizagéo retardada de feridas, o modelo
inflamatdrio foi confirmado pelos resultados desse estudo, ja que

0 grupo com Resiquimod apresentou o maior escore inflamatério
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guando comparado aos grupos tratados, juntamente com menor
area de contracdo da ferida. O resultado inflamatdrio foi ainda
confirmado pelas analises histoldgica e de expressdo génica de
fibronectina e colageno, em que estes marcadores se
apresentaram menores no grupo FC induzida com Resiquimod.
Tomados em conjunto, 0 grupo que recebeu Resiquimod sem
tratamento apresentou resultados inflamatérios significativamente
superior a todos 0s grupos tratados.

A aplicacdo bioldgica das GNPs vem demonstrando
resultados promissores, devido a suas propriedades de
funcionalizag&o, biocompatibilidade, facilidade na
permeabilidade celular e alta capacidade de aumentar o potencial
terapéutico das drogas, alterando a farmacocinética, a
biodistribuicdo ou absorcdo celular, além de propriedade
antioxidante e anti-inflamatéria, em modelos de lesdo tecidual
(Bhattacharya, 2008; Arvizo et al., 2012).

Afim de propor um tratamento para a inflamacédo
prolongada, esse estudo avaliou os efeitos do tratamento das
feridas com GNPs sintetizadas a partir da extratos de plantas, a
chamada sintese verde. Os métodos verdes e 0 uso de reagentes
ndo toxicos na preparagdo de GNPS tém por finalidade aumentar
a biocompatibilidade das nanoparticulas de ouro, reduzir os riscos
ambientais e riscos tdxicos. Esses métodos incluem o uso de
plantas e seus constituintes como agentes redutores seguros no

processo de sintese, rea¢des enzimaticas bioldgicas e utilizagdo
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de diferentes aglcares como os mono e polissacarideos. Além
disso, a sintese de NPs a base de plantas é rapida, estavel e
econdmica (Ovais et al., 2017).

Em outro estudo ja realizado pelo grupo, o efeito das
GNPs sintetizadas pelo método quimico (citrato) foi superado
pelos efeitos das GNPs sintetizadas pelo método verde
(curcumina). Foi demonstrado o potencial efeito das GNPs-Cur
em atenuar a acao das citocinas pré-inflamatérias, promover um
ambiente oxirredutor equilibrado proporcionando reducdo de
células inflamatorias, além de regular positivamente as citocinas
anti-inflamatorias em relacdo aos demais grupos (Casagrande et
al., 2023). Diante do exposto no presente estudo, foram avaliadas
a eficacia do tratamento com GNPs sintetizadas a partir do
extrato das plantas E. oleracea popularmente conhecida como
acai, C. lechleri, o sangue de dragdo (SD), e A. Vera (AV), em
feridas cronicas induzidas por Resiquimod.

Quando analisados os resultados de escore inflamatdrio,
no 24° dia, totalizando 10 dias apds os tratamentos diarios com as
GNPs sintetizadas a partir do extrato das plantas mencionadas
anteriormente, foi observado que os grupos tratados com GNPs-
Acai e GNPs-SD apresentam menor escore (p < 0,001)
inflamatério em relacdo ao controle. Akturk et al. (2016)
avaliaram as propriedades estruturais e morfoldgicas das GNPs,
sua biocompatibilidade in vitro e efeitos in vivo, como indu¢édo ou

inibicdo de respostas inflamatorias, influenciando o fechamento
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de feridas e sua possivel contribuicdo ao aumento da
reepitelizagdo, neovascularizagdo e formagdo de tecido de
granulacdo. Observou-se que essas particulas estdo associadas a
secrecdo de citocinas, apresentando capacidade angiogénica
capaz de aumentar a proliferagdo de fibroblastos e diminuir a
apoptose celular (Mendes et al., 2022).

Ja é evidenciado na literatura que as GNPs sintetizadas a
partir de vérias ervas medicinais demonstram notavel potencial de
cicatrizacdo de feridas (Milaneze et al. 2014; Kim et al. 2015;
Amjed et al., 2017). Os extratos de plantas medicinais reduzem as
solugbes salinas levando a formacdo das nanoparticulas
correspondentes. Essas nanoparticulas sintetizadas pela sintese
verde sdo formadas devido a presenca de fitoquimicos, por
exemplo, fenodlicos, flavonoides, polissacarideos, vitaminas e
aminoadcidos como agentes redutores em extratos vegetais
aquosos (Ahmad et al., 2017; Ayaz et al., 2016; Kasithevar et al.,
2017; Ovais et al., 2017; Zohra et al.,, 2019). Diversas
nanoparticulas metalicas sintetizadas pelo método de sintese
verde foram consideradas seguras devido as suas atividades
biolégicas como antibacteriana, antifingica, antiviral e anti-
inflamatoria (Oyarzun-Ampuero et al., 2015; Chowdhury et al.,
2017).

Ainda sdo poucos os estudos relatando os efeitos das
GNPs reduzidas com SD. Porém, em 1994, um dos primeiros

estudos com a planta SD na cicatrizagdo de feridas, Chen e
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colaboradores concluiram que as propriedades cicatrizantes da
seiva podem ser o resultado de vérios fatores: a capacidade de
formar uma pelicula que protege contra a invasdo microbiana das
feridas; atividade de eliminacdo de radicais livres; o alto teor de
polifendlicos com seu conhecido aspecto de ligagdo a proteinas e
enzimas; e a forte acdo anti-inflamatéria e antibacteriana dos
polifendis, que juntos facilitariam a cicatrizacdo melhorada do
tecido danificado (Chen et al., 1994).

As atividades cicatrizantes da planta SD foram
comprovadas em outros estudos por promover a angiogénese,
deposicdo de colageno, epitelizagcdo e contracdo (Ning et al.,
2022; Pona et al., 2018). O perclorato de dracorodina, extraido do
SD, foi utilizado para avalicdo do processo de cicatrizacdo de
feridas em modelo de ratos Wistar, sendo constatado seu poder de
inibir a secrecdo de IL-1a e TNF-a, reduzindo a inflamacéo, bem
como estimulando VEGF e TGF, na formagdo de novos vasos e
na deposicao do colageno (Jiang et al., 2020).

Acredita-se que os efeitos das plantas se somam aos
efeitos das GNPs. O C. lechleri no tratamento de feridas cronicas
pode evitar a cicatrizacdo prolongada de feridas, influenciando a
fase inflamatdria, proliferativa e de maturacdo por meio de anti-
inflamatdrio, antioxidante, aumentando a sintese de colageno,
contragdo da ferida e migracdo de fibroblastos (Henriques e e
Lopes, 2004; De Marino et al., 2008; Gupta et al., 2008;
Namjoyan et al., 2016; Gordon et al., 2018). Resultado
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semelhante foi observado no presente estudo ao avaliar a
contragdo da ferida, onde o grupo tratado com SD diminuiu a area
de contracdo quando comparado ao grupo FC (p<0,01).

Seguindo no resultado da area de contragdo, as GNPs
sintetizadas com extrato de Acai superaram 0s resultados da
planta SD. Muitas formula¢bes de GNPs com extratos de plantas
foram relatadas para melhorar numerosos processos durante a
cicatrizacdo de feridas. Esses processos envolvem principalmente
a epitelizacdo, a sintese de coladgeno e a contracdo da ferida
(Ovais et al., 2018; Dubey et al., 2023).

Raghuwanshi et al. (2017) obteve resultado similar ao
estudar os efeitos de nanoparticulas de ouro de Woodfordia
fruticosa na prevengdo da adesdo microbiana e na aceleragédo da
cicatrizacdo de feridas em ratos Wistar, demonstrando que as
GNPs foram capazes de regular a deposicdo de colageno,
organizar a matriz extracelular e gerar vasos sanguineos, levando
a rapida cicatrizacdo e fechamento da ferida.

O E. oleracea (agai) é uma fruta roxa de uma palmeira
gue contém antocianina e outros compostos polifendlicos.
Apresenta efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-
apoptéticos e promove a proliferagdo de fibroblastos (Felin et al.,
2022). Kang e Kim (2018) apontam que o0 acai pode prevenir a
inflamacdo, promover a reepitelizacdo e agir na sintese de
colageno. No estudo de Kang et al. (2017) foi relatado que os

grupos tratados com acai tinham ndmeros minimamente
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reduzidos de mastocitos em comparacdo com o grupo tratado
com controle de veiculo. Mastécitos controlam a reagéo
inflamatéria inicial infiltrando-se nos gldbulos brancos,
aumentando a permeabilidade vascular. O acai pode estar
relacionado aos mastdcitos no momento da cicatrizacdo de
feridas, pois 0s mastacitos estdo envolvidos no controle da reacéo
inflamatdria inicial. Além disso, os mastécitos podem liberar
muitos mediadores inflamatérios, envolvidos em reacOes
inflamatdrias cronicas (Kang et al., 2017).

Os resultados do tratamento com GNPs-AV em relagdo a
area de contracdo da ferida séo parecidos com os da FBM (padrao
ouro). Estudos anteriores ja demonstraram o efeito do tratamento
do laser e GNPs na area de contracdo da ferida (Mendes et al.,
2020). Contudo, sao escassos 0s estudos de GNPs reduzidas com
AV. Essa planta é conhecida como “a planta curativa” e tem sido
tradicionalmente usada para tratar feridas e queimaduras (Choi et
al., 2001). Contém varias propriedades medicinais, como
cicatrizacdo de feridas, promocao do reparo de danos causados
pela  radiacdo, efeitos  anti-inflamatorios,  atividades
antibacterianas,  antivirais,  antifingicas, estimulo da
hematopoiese e efeitos antioxidantes (Vijayalakshmi et al., 2012).
Estudos sugerem que o tratamento com AV resultou em
cicatrizacdo mais rapida através da estimulacdo da producdo de

fator de crescimento, angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e
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deposicdo de colageno e producdo de fatores de crescimento
(Boudreau et al., 2006).

Estudos anteriores sugerem que 0s componentes ativos
de AV, como 0 acemanano, podem induzir ligantes especiais a
receptores de manose presentes na superficie celular de
fibroblastos e macrofagos, essa ligagdo resulta em células que
desencadeiam os fatores de crescimento e proliferacdo. No estudo
in vitro de Jettanacheawchankit et al. (2009) com acemanano
(polissacarideo de AV), demonstrou seu efeito sobre a expressédo
de colageno tipo I, fator de crescimento de queratindcitos-1
(KGF-1) e producéo de VEGF.

No presente estudo, quando avaliado na analise
histolégica o ndmero de infiltrado inflamatério, os grupos
tratados com GNPs-Acai e GNPs-AV apresentaram resultado
significativamente menor quando comparados com o grupo FC.
Além disso, ainda referente a analise histologica, quando
avaliados os resultados de colageno total ndo foi observado
diferenca significativa entre os grupos.

Na fase de maturacdo ou remodelamento, ocorre a
deposicdo de colageno de forma organizada. O colageno que é
produzido inicialmente apresenta espessura com menor diametro
do que o colageno existente na pele normal. Durante a fase de
remodelacédo, a formagao de tecido de granulagéo cessa, devido a
apoptose das células responsaveis (Mandelbaum et al., 2003;

Profyris et al., 2012). Com a maturacdo da ferida, a composi¢do
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da matriz extracelular sofre alteragdes. O colageno tipo IlI
depositado durante a fase proliferativa é lentamente degradado e
substituido por colageno mais forte, tipo I. Este tipo de colageno
¢ orientado como pequenos feixes paralelos, que diferem
drasticamente da orientacdo tecidual do colageno presente na
derme normal. A taxa de sintese declina por volta de quatro
semanas e se equilibra com a taxa de destruicdo e, entdo, se inicia
a fase de maturacdo do coldgeno, que se caracteriza por um
aumento da resisténcia, sem aumento na quantidade (Tazima et
al., 2008; Mendes et al., 2020, Miyab et al., 2020).

Apesar de a andlise histolégica de colageno total ndo
apresentar diferenca significativa, quando observados os
resultados de PCR, observa-se que o tratamento com GNPs-AV
foi eficiente tanto no aumento da expressdo génica de
fibronectina, como no aumento da expressao génica de colageno
tipo 111. A fibronectina est4 envolvida na coagulagdo, movimento
celular epitelial, diferenciagcdo celular, montagem da matriz de
colageno e contracdo da ferida no processo de cicatrizacdo (Kang
et al., 2017). Expresséo significativamente maior de fibronectina
foi observada no grupo tratado com GNPs-AV, Safgel e FBM em
relacdo ao Resiquimod. Esta é uma proteina adesiva que ajuda as
células a aderirem a matriz, isso significa que o tratamento com
GNPs-AV pode promover a migracdo celular influenciando assim

a sintese de colageno.
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Ja foi demonstrado que o tratamento com GNPs contribui
para 0 aumento significativo na expressao de colageno, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) na cicatrizacdo 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 da AV.

O polissacarideo de AV regula a expressdo dos genes
MMP-3 e inibidor de tecido da metaloproteinase de matriz 2
(TIMP-2) no reparo de feridas dérmicas no nivel transcricional e
afeta a formacdo de tecido de granulacdo e cicatrizacdo de
feridas, aumentando a produgdo de glicosaminoglicano e
colageno (Tabandeh et al., 2014). O acemanano pode promover a
expressdo da ciclina D1 através da via de sinalizacdo
AKT/mTOR, de modo que ndo apenas promove a proliferacdo de
fibroblastos da pele, mas também altera o processo do ciclo
celular da fase G1 para a fase S através da traducéo da ciclina D1.
O VEGF desempenha um papel importante na neovascularizacdo
e na inducéo da proliferacdo e migracdo de células endoteliais, e a
acemana pode promover a cicatrizacdo de feridas estimulando a
sintese de VEGF e colageno tipo Il (Xing et al., 2015;
Chokboribal et al., 2015; Liu et al., 2019).

A manose-6-fosfato é um polissacarideo de AV que
desempenha um papel fundamental na epitelizacdo. A manose-6-
fosfato se liga aos receptores de fibroblastos e leva a proliferacéo

dessas células, o que ajuda a promover a deposicao de colageno e
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a regeneracdo da pele. Também inibe a ativacdo de TGF-1 e
TGF-2, levando a uma reducéo da fibrose, o que ajuda a reduzir a
cicatrizacdo e promover a epitelizacdo (Boudreau et al., 2006;
Priya et al., 2016).

A maior expressdo génica de fibronectina e colageno tipo
Il nos grupos tratados com GNPs-AV, Safgel e FBM pode ser
explicada com a diminuicdo da expressdo de citocinas pro-
inflamat6rias demonstrada na figura 10A e 10B. Na fase
inflamatdria, os neutrdfilos secretam enzimas proteoliticas que
degradam o colageno e liberam fragmentos de material da MEC
gue atuam como fatores quimiotaticos para o recrutamento de
neutrofilos, macrofagos e outros mediadores inflamatérios (Kallis
et al., 2018). Macrdfagos liberam TNF-o, que causa indugdo da
producdo de IL-1B. O TNF-a e¢ IL-1B sdo mitégenos para
fibroblastos e deposicdo de colageno, e causam regulacdo
positiva de metaloproteinases de matriz (MMPs) que degradam as
proteinas da MEC e permitem a migracao celular. Essa regulacéo
positiva leva a um aumento nas reacdes inflamatérias que causam
dor (Kallis et al.,, 2018). Dessa maneira, reduzir 0s niveis
circulantes dessas citocinas, controla o processo de inflamagéo.

Uma fase inflamatdria prolongada retarda o processo de
cicatrizacdo da ferida (Shukla et al., 2019). No presente estudo, o
grupo FC induzida com Resiquimod apresentou aumento nos

niveis e IL1-p e TNF-q, ja o tratamento com GNPs-AV diminuiu
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significativamente a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
induzindo assim efeitos anti-inflamatérios.

O tratamento de feridas deve incluir uma formulacédo
anti-inflamatéria eficaz para acelerar a cicatrizagdo. Os
compostos ativos presentes nas formulagdes a base de plantas,
como flavonoides e fendis, sdo frequentemente Uteis para
suprimir a producdo de citocinas inflamatorias e, assim, bloquear
a cascata de transducdo inflamatéria (Dev et al., 2019).

A sinalizacdo celular e a atividade da matriz extracelular
durante a cicatrizacdo de feridas sdo controladas por uma
variedade de fatores de crescimento, incluindo FGF, TGF e
VEGF. O fator basico de crescimento de fibroblastos regula a
replicacdo e a migracdo de fibroblastos epiteliais, endoteliais e
fibroblasticos. O fator transformador de crescimento 1 pode
inibir a degradacdo da MEC, regular a proliferacdo de
fibroblastos e estimular a producdo de colégeno, elastina e
fibronectina (Mesquita-Ferrari et al., 2011).

Na figura 11 observa-se niveis de citocinas anti-
inflamatoérias, em que os tratamentos propostos com GNPs
sintetizadas a partir dos extratos das plantas tiveram melhores
resultados que os tratamentos padrdes (Safgel e FBM) quando
comparados ao grupo FC, ganhando destaque ainda, o grupo
tratado com GNPs-Agai.

E claro e bem evidenciado na literatura que as GNPs

possuem acdo anti-inflamatéria, ligada & sua capacidade de
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supressdo do NF-xB (Wang et al., 2018), ja que se sabe que a
inibicdo da ativacdo de NF-xB leva a regulagdo negativa da
expressdo de COX-2 e iNOS, suprimindo a resposta inflamatéria
(Karthikeyan et al, 2020). Outro mecanismo sugerido € a ligacdo
direta de GNPs a IL1-B inibindo a ligacdo desta citocina ao seu
receptor, efeito esse ja demonstrado em trabalhos anteriores do
grupo (Mendes et al., 2020). Além disso, recentemente, no estudo
realizado por Ni et al. (2019), foi demonstrado que as GNPs
podem controlar a resposta inflamatéria por meio da regulacdo
dos fenotipos de macrofagos (M1 e M2) e, portanto, gerar um
microambiente com niveis reduzidos de citocinas pro-
inflamatorias e maior ndmero de citocinas anti-inflamatorias
(Mendes et al., 2022).

Quando observados os efeitos anti-inflamatorios do acai,
estudos in vitro mostraram que este extrato causa downregulation
no NF-kB e em seus genes-alvo, como TNF-a, IL6, IL8 e IL1-p,
e pode aumentar a secre¢do de IL3, IL4, IL14 e IFN-y (Dos
Santos et al., 2022; de Oliveira et al., 2021; Brito et al., 2016).
Poucos mecanismos ainda sdo propostos na literatura quanto a
acdo anti-inflamatério do extrato do acai. No estudo de Xiong et
al. (2020) foi relatado que as antocianinas potencializam 0s
padrGes de migracdo celular de fibroblastos e queratinécitos,
promovendo a produgdo de fator de crescimento endotelial
vascular para aumentar a angiogénese, além de suprimir a

geracdo de EROs, a resposta inflamatéria (Kang et al., 2017) e
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suprimir a ativagdo da COX-2 e TNF-a in vitro (Fragoso et al.,
2012).

No processo de reparo, a fase inflamatoria é
acompanhada por extensa fagocitose, aumento do consumo de
oxigénio e disfuncdo mitocondrial, o que favorece a formacéo de
EROs e possibilita um estado de estresse oxidativo, que leva a
uma retardacdo do processo de reparo. Devido a isso, neste
trabalho avaliou-se parametros de estresse oxidativo. Todos 0s
grupos tratados com GNPs associados aos extratos das plantas de
acai, SD e AV foram capazes de reduzir ambos os marcadores
oxidantes, DCF e nitrito, quando comparados ao grupo FC. Na
sequéncia, também foram capazes de diminuir o dano oxidativo,
avaliado através das andlises de carbonil e sulfidrila (Figura 13 A
e 13 B), e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes SOD e
GSH quando comparados ao grupo FC, ganhando destaque
novamente o grupo tratado com GNPS-Acai e GNPs-AV.

Os efeitos das plantas somam-se aos efeitos das GNPs, as
quais varios estudos demonstram o papel efetivo dessas
nanoparticulas como agente antioxidante por inibir a formacéo de
EROs, ter funcdo scavenger (neutralizar os radicais livres) e
potencializar a acdo de enzimas antioxidantes (Mendes et al.,
2020). Li et al. (2015) demonstra também que as GNPs
aumentam os niveis de NRF2, que induz a sinalizagdo de genes
antioxidantes, em um estudo de células endoteliais. Esse aumento

foi causado pela agdo de GNPs afetando as ligagdes tiol de
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KEAPL, e assim, alterando sua conformacéo e liberando NRF2
para posterior transcricdo de genes citoprotetores, contribuindo
para o efeito antioxidante.

As GNPs também tém propriedades antioxidantes
substanciais na extingdo de radicais livres, como OH (hidroxila),
H,0, (perdxido de hidrogénio) e NO (6xido nitrico), dependendo
da superficie. Além disso, pelo motivo de as nanoparticulas
esféricas de ouro terem uma vasta area de superficie, elas tém
uma alta propensao a receber elétrons e interagir com EROs para
remové-las ou desativa-las e, consequentemente, tornam-se um
potente agente antioxidante e sdo cruciais para a cicatrizacdo de
feridas (Mendes et al., 2022).

Segundo Shcherbakov, Denisov e Mostafavi (2023), o
principal efeito das GNPs é a catélise das reagdes redox, que
incluem a reducdo de O,, levando a oxidacdo de doadores de
elétrons, como antioxidantes. Ou seja, quando as GNPs catalisam
a reducdo de 0O, as EROs sdo formadas apenas como
intermediarias na superficie das nanoparticulas, e séo
inevitavelmente reduzidas a dgua, catalisadas pelas GNPs.

A sintese verde de nanoparticulas foi desenvolvida para
superar as desvantagens do método quimico convencional que
utilizava agentes redutores e de cobertura toxicos. A atividade
antioxidante de GNPs sintetizadas de forma verde pode ser
aumentada pela interacdo entre fons metalicos e fitoquimicos

durante a formacéao das nanoparticulas, por meio de 45 interagdes
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eletrostaticas. Outro fator que impacta na sua atividade
antioxidante é a dose (Paiva-Santos, 2021). Estudos ja
demonstraram que o potencial de toxicidade das GNPs esti
intimamente relacionado a dose, tamanho, concentracdo e tempo
de exposi¢do. Quanto menor o seu tamanho, maior a area de
interacdo e maior a toxicidade (Muller et al., 2017).

Um beneficio da E. oleracea (acai) é a capacidade de
modular a expressdo da enzima Oxido nitrico-sintase induzida
(iNOS), reduzindo a resposta inflamatdria, além da acéo
sequestradora de radicais livres e do aumento da producdo e
atividade de enzimas antioxidantes, como SOD, GPx e catalase,
que ajudam a reduzir EROs (Dos Santos et al., 2022). A acdo
antioxidante da suplementacéo de acai também foi examinada em
alguns estudos de cicatrizacdo de feridas in vivo realizados em
ratos. As proteinas carboniladas e as concentracBes séricas dos
grupos sulfidrila total, livre e proteica foram reduzidas apos 6
semanas de ingestdo de acai em ratos (Pala et al., 2018).

Sistemicamente, a suplementacdo de acai demonstrou
influenciar na prevengdo do dano oxidativo por mecanismo direto
(Barbosa et al.,, 2021) e impacto positivo na atividade das
enzimas antioxidantes séricas (de Liz et al., 2020). A
suplementacdo de acai protege contra os danos oxidativos
reduzindo a formacdo de produtos da peroxidacdo lipidica,
sugerindo assim um potencial efeito protetor promovido pelos

antioxidantes presentes no agai (Dos Santos et al., 2022). Esses
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resultados confirmaram que o acai é eficaz no controle da
oxidacdo e das reacdes inflamatdrias.

Além disso, a aloina (polissacarideo da AV) protege a
pele reduzindo a producdo de peroxidacdo lipidica e ROS e
aumentando a GSH e atividade de SOD (Silva et al., 2017; Liang
et al., 2021). Estudos demonstraram que a componentes da AV
inibem a ativacdo da caspase-3 induzida por lipopolissacarideo
(LPS) e a morte celular apoptética. Em resumo, a AV inibe a
resposta inflamatoria ao inibir a sinalizacdo de NF-kB (Du et al.,
2019; Luo et al., 2018), inibe a inflamagdo blogueando a
expressdo de iNOS e COX-2 (Sanchez et al., 2020; Park et al.,
2009) e regula vias de sinalizacdo da MAPK e PI3K-AKT,
regulando assim o ciclo celular e a apoptose (Sun et al., 2016).

Portanto, formulagbes com alto potencial antioxidante
sdo bons agentes cicatrizantes (Qu et al., 2019). Isso pode ser
devido ao fato de que os antioxidantes eliminam os radicais
livres, controlando assim o estresse oxidativo e acelerando o
processo de cicatrizacdo (Xiong et al., 2020).

Levando em consideracdo todos os resultados, propde-se
qgue o modelo de inflamagdo prolongada com Resiquimod
funcionou como o esperado, onde os parametros inflamatorios
analisados estavam superiores quando comparados ao grupo
Lesdo Aguda. Em complemento, as GNPs sintetizadas a partir da
sintese verde, com destaque ao A. vera e 0 agai, se provam

promissoras e eficazes para tratamentos de feridas cronicas.
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Sugere-se ainda que os efeitos das GNPs se somam aos
efeitos dos extratos das plantas, sendo capazes de reduzir a
inflamac&o causada pelo Resiquimod. Foi demonstrado que essas
substancias  associadas  apresentaram  resultados  anti-
inflamatdrios, antioxidantes e de reepitelizacdo, semelhantes ou

mais eficazes que as terapias padroes.
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6 CONCLUSAO

Levando em consideragdo os aspectos indicados nesse
estudo, o modelo de inflamacdo crbnica induzido com
Resiquimod apresentou resultados inflamatorios
significativamente superior a todos os grupos tratados. O que
pode contribuir para a padronizacdo de trabalhos futuros, haja
vista a atual caréncia de dados na literatura com modelos
estabelecidos de inflamag&o cronica.

Os tratamentos propostos, com destaque ao GNPs-Acai e
GNPs-AV, tiveram resultados semelhantes aos padrdes utilizados
na prética clinica. Indicando que as GNPs reduzidas pelo método
de sintese verde podem estimular uma variedade de processos
celulares e moleculares que auxiliam no microambiente da ferida
por meio de efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes, aumento da
expressao de colageno e aumento da area de contracdo da ferida,
além de uma melhora do grau de inflamacéo de forma visual.

Assim, os efeitos das GNPs associados aos das plantas,
favorece o processo de reparo tecidual em feridas cronicas.
Porém, mais estudos devem ser realizados afim avaliar outros
mecanismos envolvidos no reparo do tecido. Trabalhos futuros
podem explorar o uso da sintese verde de GNPs associadas com
diferentes biomateriais, peptideos ou com bioengenharia tecidual
para aplicacbes na cicatrizacdo de feridas e regeneracdo de

tecidos.
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Abstract: Chronic wounds represent a challenge for the health area, as they directly impact patients”
quality of life and represent a threat to public health and the global economy due to thelr high cost
of treatment. Alternative sh'ategles must be developed for cost
In this scenario, the g field of bi
develop new therapeutic agents for the chronic wound healing process. This manuscript aims to
demonstrate that the application of metallic nanoparticles (gold, silver, copper, and zinc oxide)
opened a new chapter in the treatment of wounds, as they have different properties such as drug
delivery, antimicrobial activity, and healing acceleration. Furthermore, metallic nanoparticles (NPs)
produced through green synthesis ensure less toxicity in biological tissues, and greater safety of
applicability, other than adding the effects of NPs with those of extracts.

tive and

.ngy may provide an alternative platform to
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1. Introduction

Over the last few years, there has been a significant increase in patients with wounds
around the world, especially pressure, venous and diabetic injuries, as they often occur in
growing populations, such as the elderly, obese, and diabetics [1]. However, this problem,
in addition to the elderly, affects the population in general and constitutes a public health
problem, due to high treatment rates and costs [2]. Chronic wounds are widely regarded as
a silent epidemic that endangers global health and the world’s economy. These wounds
that do not heal with standard therapy in an orderly and timely manner cause further
deterioration in these patients’ quality of life and increase the burden on the healthcare
system over an extended period [3].

In chronic wounds, such as diabetic wounds, the inflammatory response, which is
initially so vital, has a tendency to become exacerbated. Increased inflammatory cell
infiltration, pro-inflammatory cytokine secretion, reactive oxygen species formation, and
proteolytic enzyme synthesis are paired with decreased secretion of tissue inhibitors of
metalloproteinases [4,5].

Increased expression of cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-, interleukin
(IL)-1, and IL-6, increases the manufacture of various matrix metalloproteinases, that,
in excess, not only destroy the extracellular matrix (ECM) but also inactivate growth
factors [4,6-8]. As a result, the chronic wound environment includes persistent matrix
breakdown, decreased growth factor bioavailability, and enhanced fibroblast senescence,
all of which work together to limit cell proliferation, angiogenesis, and tissue repair.

Alternative solutions for cost-effective and focused treatment must be explored. Ac-
cording to global research of the wound care management market, patients with chronic
wounds are receiving better care as a result of newly developed solutions that are secure,

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 15376. https:/ /doi.org/10.3390/ijms232315376
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effective, and beneficial for faster recovery [9]. In this context, the burgeoning field of
nanobiotechnology could provide an alternate platform for developing new therapeutic
medicines for wound infections.

The purpose of this paper is to show how nanotechnology, through the use of nanoma-
terials, has introduced a new era in wound healing, providing methods for faster healing
and displaying differentiated capabilities as bactericidal agents [10,11].

Metallic nanoparticles have been considered for clinical application in this field be-
cause of their economical rate, high surface-to-volume ratio, stability, and safeness. Impor-
tant applications of nanotechnology are being employed in healthcare and basic knowl-
edge of the interaction of nanomaterials with cells and its biological effects is only being
started [12,13].

There are three main criteria for nanoparticles used in wound healing: those that
act as delivery vehicles; in the repair process; and antimicrobial activity. Due to these
properties, NPs of metals such as gold, silver, copper, and zinc represent ideal candidates
for application in the wound bed as well as for integration into dressings [14].

2. Gold Nanoparticles (GNPs)

Due to their focused delivery, safety, and increased uptake, gold nanoparticles are fre-
quently employed for the administration of diverse bioactive compounds, enhancing drug
efficiency. They are recognized as efficient transporters, and the more widely disseminated
they are, the more effective their therapeutic function [15].

Due to their antioxidant and anti-inflammatory properties, these nanoparticles are
utilized in the treatment of several disorders, including tissue repair [16,17]. They have
substantial antioxidant properties in quenching free radicals such as OH (hydroxyl), H,0,
(hydrogen peroxide), and NO (nitric oxide) [18-20], depending on the surface [21]. Fur-
thermore, for the motive that spherical gold nanoparticles have a vast surface area, they
have a high proclivity to receive electrons and interact with (reactive oxygen species) ROS
to remove or deactivate them [22], and so they consequently become a potent antioxidant
agent and are crucial for wound healing [23]. They have strong catalytic activity in free
radical scavenging processes and can also increase levels of NRF2, a factor that causes
antioxidant gene activation. Keap1’s conformation is altered by GNPs’ effects on its thiol
linkages, which frees NRF2 to continue the transcription of cytoprotective genes [24-26].

It has been observed that the topical application of GNPs, in rats, significantly ac-
celerates the healing processes, performing a significant increase in the expression of
collagen, and VEGEF, in addition to cytokines (IL10 and IL4) and growth factors (FGF and
TGFp). wound closure four times faster than in the other groups [27,28]. In another study,
Akturk et al,, (2016) [29] evaluated its structural and morphological properties, in vitro bio-
compatibility, and in vivo effects such as induction or inhibition of inflammatory responses,
influencing wound closure and its possible contribution to increased re-epithelialization,
neovascularization, and granulation tissue formation. It was observed that these particles
are associated with the secretion of cytokines (IL-8, IL-12, VEGF, and TNF-«), showing
angiogenic capacity capable of increasing fibroblast proliferation and decreasing cellular
apoptosis [30].

Despite their positive effects on the treatment of wounds, studies have already shown
that the potential toxicity of GNPs is closely related to the dose, size, concentration, and
time of exposure. GNPs have the potential to interact with the biological system and cause
a natural imbalance between oxidative stress and antioxidant defense indices, which in
turn can lead to various pathological effects [31,32]. The smaller its size, the greater the
interaction area and the greater toxicity. In the study by Muller et al., (2017) [33] the authors
demonstrated that GNPs with a size of 20 nm, at a concentration of 2.5 mg/mL for 21 days,
showed potential therapeutic benefits without toxicity.

Another issue that should be taken into account is the reducing agent of the NPs.
GNPs reduced with citrate tend to cause greater tissue toxicity [34]. Therefore, there
was a need to study ways of synthesizing metallic NPs that would reduce their cytotoxic
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effects. Aloe vera leaves, Citrullus colocynthis, Ocimum sanctum, Cinnamomum camphora,
and curcumin are just a few examples of plant extracts that have been employed to create
metallic nanoparticles recently [9,35,36]. This form of synthesis guarantees a significant
reduction of toxicity in biological tissues, ensuring greater safety and applicability [37].

In albino Wistar rats, gold nanoparticles produced from diverse medicinal herbs
displayed extraordinary wound healing capability as well as antibacterial, antioxidant,
and anti-inflammatory activity [38,39]. Aloe vera preparations containing gold and silver
nanoparticles have been shown to help reduce wound infections [40,41]. The use of
curcumin-based GNPs is another method that has been studied. Its biological efficacy
has already been evaluated in studies with tumor cells and interaction with anticancer
drugs [42], and cardiovascular studies, revealing that cardiac protection by Cur-GNPs is
more effective than curcumin alone [43]. Likewise, the use of silver nanoparticles (AgNPs)
stabilized with curcumin appears to be an effective strategy for wound care, as, in fact,
silver nitrates have been safely used for the treatment of many ophthalmic and dental
conditions and diseases, apart from wound healing.

3. Silver Nanoparticles (AgNPs)

Due to their low cost, chemical stability, high conductivity, catalytic activity, and
broad-spectrum resistance to many pathogens, AgNPs play an important role in wound
healing [26,44]. Silver has long been known as a highly antibacterial metal [45], with great
efficiency towards multidrug-resistant microorganisms and biofilm-producing bacteria
typically observed in chronic wounds. Size, shape, dosage, and stabilizer are all factors
that influence antibacterial activity [46-48]. In general, the antibacterial activity of AgNPs
increases dramatically as the particle size is reduced [49-51].

Bacterial growth can be inhibited by AgNPs through mechanisms such as the destruc-
tion of the bacterial cell membrane, and through the generation of free radicals, which
induce the bacterial cell to release lipopolysaccharides and membrane proteins, resulting in
cell death [52,53]. Disruption of the mitochondrial respiratory chain by AgNPs increases
ROS generation and stops ATP synthesis, resulting in DNA damage [54,55]. Silver ion
oxidation interactions involving oxygen and hydrogen atoms of thiol groups form disulfide
bonds, which interfere with DNA replication and impede bacterial development, resulting
in cell death [56-58]. AgNPs can also induce cell apoptosis by regulating the expression
of genes such as p53 [59,60]. AgNPs are thus a viable option for applying novel biolog-
ical procedures such as catheter modification, dental application, wound healing, and
bone repair.

Despite being particularly powerful against a variety of germs, silver’s application is
restricted due to the related tissue toxicity. AgNPs induce dose-, size- and time-dependent
cytotoxicity, particularly for those with sizes <10 nm [46,61,62]. AgNPs of smaller sizes
and large surface area tend to accumulate in mouse organs such as the liver, spleen,
kidney, and brain, following intravenous, intraperitoneal, and intratracheal administration
routes [63-65], unlike topical applications that tend to be less toxic to these organs [66].
AgNPs can eliminate microorganisms, but induce cytotoxicity in mammalian cells. In that
respect, green synthesis is a safer alternative for the production of AgNPs, which use less
harmful reagents from renewable sources as a reducing and stabilizing agent [67]. AuNPs
coated via green synthesis have been observed to be even smaller in size, which exposes
reactive and catalytic sites to rapid cc tacks during infl ion, proliferation, and
remodeling [68].

The healing time of the damaged area depends on the size, dose, and morphology of
the silver nanoparticles. Recently, human skin fibroblasts and keratinocytes treated with
collagen-coated AgNPs encapsulated in collagen hydrogels demonstrated encouraging
safety and efficacy results, maintaining their antimicrobial activity against S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa, and Staphylococcus epidermis [69]. Additionally, a higher quantity of VEGF
mRNA found in keratinocytes around the edge of the wound suggested that AgNPs
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might aid in wound healing by promoting angiogenesis and controlling inflammatory
cytokines [56].

In skin biopsies, AgNPs can persist in the cytoplasm of fibroblasts and encourage
dermal and epidermis regeneration [56,70], induce keratinocyte proliferation and migra-
tion and promote fibroblast differentiation in myofibroblasts, which may aid adhesion,
contraction, and early wound closure [51,70]. In addition, they regulate the production
of inflammatory cytokines and proteins, such as VEGF and matrix metalloproteinases
(MMPs) [30,71], which highlights the positive role of AgNPs in wound repair for the
clinical treatment of wounds and postoperative results.

Metal nanoparticles can be used in gel form [72] or incorporated into scaffolds [73] to
treat wounds, as a new strategy. AgNPs have properties that make them promising candi-
dates for applications in dressings, hydrogels, and tissue engineering, which can be cited:
greater mechanical stability and resistance to enzymatic degradation when incorporated
into tissue structures [74,75], easy incorporation of antibodies [76], growth factors [77], pep-
tides [78], biocompatibility [79,80], anti-inflammatory effects [81], and mainly antimicrobial
properties [82-84].

4. Copper Nanoparticles (CuNPs)

The major problem of chronic wounds is due to infections and vascular problems, and
just like gold and silver nanoparticles, CuNPs also have antimicrobial activities, mainly
by reducing the fungal load at the wound site and increasing the healing process [85,86].
Copper was recognized in 2008 by the United States Environmental Protection Agency
(EPA) as the first metallic antimicrobial agent [87]. This metal serves as a cofactor for
enzymes such as superoxide dismutase and cytochrome oxidase and enhances immunity
by stimulating the production of interleukin-2 [88]. Copper-based nanoparticles become
engaged in all stages of wound healing because they have a complex role in numerous cells
besides influencing multiple cytokine and growth factor methods of action [89].

It is a necessary metal that is needed at low levels in various metabolic activities.
Copper, in fact, stimulates the synthesis of ECM components such as fibrinogen under
regulated settings, stimulates the activity of MMPs in fibroblasts, and contributes to the for-
mation of collagen and integrins, the main mediators of cellular binding to the extracellular
matrix [90,91]. However, excessive copper consumption is harmful because it produces
free radicals, which can cause lipid peroxidation and cell death [92,93]. The Fenton-type
reaction, which produces ROS in the vicinity of copper ions and causes lipid and protein
damage, has been implicated as the cause of copper toxicity mammalian cells, on the other
hand, are somewhat protected by cytoplasmic metallothioneins, glutathione, and Cu/Zn
superoxide dismutase [94,95]. Other studies have shown that low concentrations of copper
do not cause adverse reactions when applied to human skin [96].

CuNPs have been used to speed the recovery process in animal models by inducing
VEGF and angiogenesis [97-99] via factor-1-alpha generated by hypoxia (HIF-1), where
CuNP enhances HIF-1 expression [100]. HIF-, a copper-induced auxiliary factor [101], plays
a crucial role in the healing of wounds by assisting those whose peripheral blood supply
is compromised (for instance, those with vascular diseases or diabetes), which prevents
wounds from healing properly due to low copper levels at the wound site [102].

Several case reports have shown that dressings and hydrogels containing CuNPs
provide wound protection due to their antimicrobial and fungicidal activity, in addition to
stimulating the tissue repair process of the most varied types of wounds [103-105].

5. Zinc Oxide Nanoparticles (ZnONPs)

Other nanoparticles with promising characteristics for healing are those of zinc oxide
(ZnONPs). These NPs are biocompatible, permeable to the dermis and epidermis, and have
exhibited remarkable regenerative abilities in vivo (rat model) through re-epithelialization,
keratinocyte migration along with collagen fiber deposition, and tissue granulation [106].
MMPs, a class of zinc-dependent proteins, are crucial in wound healing, as their ability
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to enzymatically break down collagen fragments is enhanced by the application of zinc
oxide [107]. A series of experiments in which the rate of surgical wound repair was
examined in rats with induced or hereditary zinc deficiency demonstrated that rats that
received supplemental zinc had better surgical wound repair compared to those with zinc
deficiency [108].

Modification of ZnO NPs with chitosan (CS) increased their average size, and reduced
their aggregation tendency and cytotoxicity without impairing their unique properties.
ZnONPs increased the degree of porosity, hydrophilicity and water absorption, oxygen
permeability, and biodegradability of scaffolds. The preparation of ZnONPs scaffolds
exhibits antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-positive bacteria in the
presence and absence of UV light [109]. Overall, zinc-based NPs associated with biofilms,
amniotic membranes, growth factors, and collagen show great promise for applications in
chronic wounds.

One of the main mechanisms of action of ZnONPs is the small increase in the pro-
duction of ROS (especially HyO,), which stimulates the migration and proliferation of
fibroblasts [110,111], in addition to being the main reason for the antibacterial activity of
ZnONPs [112]. When the particle size decreases, the number of ZnO atoms on the surface
increases, increasing H,O, generation, which causes greater antibacterial activity.

As with other NPs, the toxicity of ZnONPs is dose-, size-, and concentration-
dependent [113]. Numerous studies have demonstrated that ZnONPs are disintegrated in
the external environment in the form of Zn?* ions and subsequently taken up by the cell
through passive dissemination over the plasma membrane, which is the critical step for
cellular toxicity [114,115]. In contrast, as the particle size increases, the compatibility of
ZnO nanoparticles with fibroblastic cells also increases. In the study by Kaushik Kaushik,
Niranjan, Thangam, Madhan, Pandiyarasan, Ramachandran, Oh and Venkatasubbu [112],
cell proliferation analysis (MTT) confirms that ZnONPs are not toxic to HDF cells. These
cells showed a higher proliferation rate in the presence of larger-sized ZnONPs (55 nm)
when compared to smaller-sized ZnONPs (15 nm), do not cause toxicity, and do not inhibit
fibroblastic cell proliferation [112]. When in ideal doses and size, ZnONPs demonstrated
anti-inflammatory and antioxidant properties [116]. ZnO nanoparticles are highly compati-
ble with fibroblast cells and enhance the growth of these cells, promoting cell adhesion and
migration [112].

In addition to the metallic NPs presented in this perspective, new NPs are already
being studied in the biomedical field. Nanoparticles made of iron oxide and cobalt ferrite
(CoFe,04) have gained a lot of attention in the last decade due to their elemental properties,
which make them non-toxic and biodegradable. CoFe;O4 NPs are being increasingly modi-
fied in terms of synthesis methods and nanocomposites to improve their biocompatibility
and avoid potential toxicity [117].

Table 1 states the main functions and applications of metallic nanoparticles used for
wound healing.

Table 1. Main functions and applications of metallic nanoparticles used for wound healing.

Safe Dose and Concentration

Metallic Nanoparticles Main Functions/Applications for Topical Appli Refi
PP
Improves efficiency of drugs, molecules [33]
GNPs (AH), and peptides /excellent =20 nm [‘h;’]
carriers /anti-infl. and antioxid <5.0mL/L (18]
capacity/antimicrobial action/scaffolds

[63]
W g [64]
AgNPs Anllm}cmblal_/gll adhesion/cell >10 nm (65]

prol /anti-infl y effects 1.0 mg/mL-3 mg/mL

[66]
[112]
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Table 1. Cont.

Safe Dose and Concentration

Metallic Nanoparticles Main Functions/Applications for Topical Application References
Antimicrobial/antifungal /improves
CuNPs property of MMPs in 422’:\18?;]\? [[{1]67]]
fibroblasts /angiogenesis - -
Bi tibility /antimicrobial / proliferati [112]
ZnONP ;oc‘om‘p‘a 1] ltyd ‘an mleO 1al /EI'O 1] era on 15 nm-55 nm [1 1‘)]
PESASES = i TSR 1.0 mg/mL-10 mg/mL [108]

of collagen fibers [112]

6. Perspectives

Given all the above, it is evident that the use of these metallic NPs is capable of
developing a new therapeutic modality in the treatment of wounds, demonstrating potent
effects in reducing infections caused by microorganisms and in reducing healing time,
reducing the damage caused by the inflammatory process chronic. The key benefits of
employing NPs include the ability to deliver medicines, genes, and peptides at elevated
amounts with very few adverse effects as compared to conventional drug delivery methods,
increasing the efficacy of the therapy [120-122]. The binding of metallic NPs with biological
molecules, such as hyaluronic acid (HA), optimizes the secretion of anti-inflammatory
cytokines, proliferation, and growth factors of cell differentiation and makes an earlier
transition to the chronic phase, contributing to the process of repair [28,123].

Peptides and proteins have played an important role in many biological processes,
functioning as enzymes, hormones, ligands, receptors, cell mediators, and structural compo-
nents of cells. As intrinsic molecules in signaling pathways, peptides allow for therapeutic
interventions that closely mimic natural signaling cascades. However, the short chain of
amino acids in free peptides is susceptible to proteolysis in vivo. As a strategy for its use,
a perspective is employed in the conjugation of peptides to metallic NPs to extend the
half-life of the peptides, preventing proteolytic enzymes from degrading them [124,125].

Tissue engineering is an area on the rise, and metallic NPs can act as nanocarriers,
releasing bioactive molecules in a precise and sustainable way. Nanomaterials have a
high surface area to volume ratio, which allows greater penetration into the wound area
to provide sustained and controlled release of therapeutic agents [126]. NPs can be inte-
grated with various hydrogel materials such as alginate, gelatin, gelatin methacrylate, and
chitosan [106,127,128]. There are several approaches to integrating NPs into hydrogels,
including hydrogel formation on a preformed nanoparticle suspension or gelation of the
hydrogel followed by physical incorporation of the NPs within it [129,130]. As well as the
incorporation of collagen nanofibers with metallic NPs, in vivo studies already demonstrate
that the healing rate of wounds treated with collagen nanofibers and metallic NPs was
accelerated compared to simple collagen nanofibers, with accelerated re-epithelialization,
collagen production and better wound contraction [131,132].

In addition to these hydrogels, a perspective on the use of metallic NPs with decellu-
larized natural matrices is employed. Decellularized natural matrices (such as amniotic
membranes and umbilical cords) are promising materials for tissue engineering due to their
biochemical content, micro- and nanotopography, and presence of signaling molecules and
growth factors [106,133]. These scaffolds can also be processed from the same patient to
reduce immunogenicity. Several studies demonstrate the wide range of applications of
NPs to improve structurally and functionally decellularized matrices [134-136]. GNPs, for
example, can bind to matrices through electrostatic or covalent interactions, depending on
the chemistry of the surface of the particles [136].

Stem cells are key players in the fields of tissue engineering and regenerative medicine
due to their ability to differentiate into different cell lineages and types. It has already been
demonstrated that conductive hybrid materials with inorganic nanostructures increase
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the proliferation and differentiation of adhered cells. In particular, NPs have been widely
employed to produce hybrid materials to support stem cell differentiation due to their
inertness, ease of surface modifications, and ability to transmit electrical signals [137,138].

Several drugs, growth factors, genes, and even the nanoparticles themselves can play
different roles in tissue recovery. Furthermore, as an enhancement to scaffolds, nanopar-
ticles can increase cell proliferation and growth factors, contributing to the regenerative
healing process. The constant release of growth factors through a delivery system based on
nanomaterials is an important strategy for tissue engineering [139]. These wound healing
nanoscale delivery systems have better delivery of poorly water-soluble drugs, protect the
therapeutic against temperature, light, pH, or enzyme degradation at the site of admin-
istration, and further stimulate fibroblast proliferation, reduce inflammation and reduce
cytotoxicity of certain drugs [140]. Therefore, the involvement of nanotechnology through
the therapeutically active dressing in the delivery of growth factors and pro-angiogenesis
compounds along with other therapeutic agents (e.g., antimicrobials) serves as a potential
revolution in wound care [141].

Furthermore, we envision that AuNPs can be used as multimodal tools, in which they
not only enhance the properties of scaffolds to enhance tissue formation but also act as
nanosensors. In this way, they can provide feedback on tissue function and at the same
time allow for the controlled release of drugs within the dressings.

Another perspective of the use of metallic NPs is those produced through plant extracts,
a method known as green synthesis, which guarantees less toxicity of these particles in
biological tissues, and greater safety of applicability, in addition to adding the effects of
NPs with the effects of extracts. In this way, it is suggested that these hydrogels are capable
of acting as an important adjuvant with the multidisciplinary team in the treatment of
wounds, accelerating the healing process, thus reducing complications such as infections,
necrosis of tissues adjacent to the wounds, and also amputations of segments or even entire
members. In this way, it also manages to have an economic impact by reducing costs with
dressings, medicines, consultations, and other procedures, in public and private health
institutions.
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