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RESUMO

As feridas palatinas representam um desafio significativo para a cicatrizagdo, caracterizando-
se por uma resposta inflamatéria exacerbada e remodelagdo tecidual inadequada podendo
comprometer o reparo completo. As nanoparticulas de ouro biossintetisadascom curcumina
(GNPs-Cur) e as nanocurcuminas apresentam propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
moduladoras da atividade celular, mostrando ser uma alternativa promissora no tratamento das
lesoes teciduais orais. Além disso, intervencao de tratamento com fotobiomodulacdo (FBM)
tem sido estudada por seu potencial em modular a inflamagao e acelerar a regeneragao tecidual.
Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dessas abordagens terapéuticas,
GNPs-Cur, nanocurcumina ¢ FBM em feridas palatinas induzidas experimentalmente. Foram
utilizados 72 ratos Wistar, distribuidos randomicamente em seis grupos experimentais (n=12):
I. (FP) Ferida Palatina); II. (FP+nanocurcumina); III. (FP+GNPs); IV. (FP+FBM); V
(FP+nanocurcumina+FBM) VI (FP+GNPs-Cur+FBM). Os tratamentos foram iniciados no
segundo dia pods-lesdo e aplicados por 5 dias consecutivos. Avaliaram-se parametros de
contracdo da ferida, infiltrado inflamatorio, porcentagem da éarea de colageno, andlise da
expressdo génica de CD11, NRF2 e COL III, niveis de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias, e indicadores de estresse oxidativo. Os resultados indicaram que o grupo
FP+GNPs-Cur+FBM apresentou maior porcentagem da contracdo da ferida e redugdo
significativa do infiltrado inflamatoério. Além aumento da expressdo de citocinas anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF-B) e reducdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-10), sugerindo uma
modulagdo eficaz da resposta inflamatoria. Nos parametros de estresse oxidativo, este grupo
apresentou reducdo do nitrito e aumento da atividade antioxidante da SOD. Além disso, o
aumento na expressdo de NRF2 e COL III confirmou a promog¢ao de um ambiente regenerativo
e a formacdo de uma matriz de coldgeno. Conclui-se que a combinacdo de GNPs-Cur ¢ FBM
favoreceu o reparo tecidual em feridas palatinas, mostrando-se promissora para tratamentos
regenerativos em lesdes complexas.

Palavras-chave: Feridas palatinas; reparo tecidual; nanoparticulas de ouro; fotobiomodulagao;
estresse oxidativo; inflamagao.



ABSTRACT

Palatal wounds represent a significant challenge for healing, characterized by an exacerbated
inflammatory response and inadequate tissue remodeling, which may compromise complete
repair. Biosynthesized gold nanoparticles with curcumin (GNPs-Cur) and nanocurcumin have
anti-inflammatory, antioxidant and cellular activity modulating properties, proving to be a
promising alternative in the treatment of oral tissue injuries. In addition, photobiomodulation
(PBM) treatment intervention has been studied for its potential to modulate inflammation and
accelerate tissue regeneration. Thus, this study aimed to evaluate the effects of these therapeutic
approaches, GNPs-Cur, nanocurcumin and PBM on experimentally induced palatal wounds.
Seventy-two Wistar rats were randomly distributed into six experimental groups (n = 12): L.
(FP) Palatal Wound); II. (FP + nanocurcumin); III. (FP + GNPs-Cur); IV. (FP + PBM); V
(FP+nanocurcumin+FBM) VI (FP+GNPs-Cur+FBM). Treatments were initiated on the second
day post-injury and applied for 5 consecutive days. Wound contraction parameters,
inflammatory infiltrate, percentage of collagen area, analysis of CD11, NRF2 and COL III gene
expression, levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, and indicators of
oxidative stress were evaluated. The results indicated that the FP+GNPs-Cur+FBM group
presented a higher percentage of wound contraction and a significant reduction in inflammatory
infiltrate. In addition, there was an increase in the expression of anti-inflammatory cytokines
(IL-10 and TGF-B) and a reduction in pro-inflammatory cytokines (IL-1f), suggesting an
effective modulation of the inflammatory response. In the oxidative stress parameters, this
group presented a reduction in nitrite and an increase in the antioxidant activity of SOD.
Furthermore, the increased expression of NRF2 and COL III confirmed the promotion of a
regenerative environment and the formation of a collagen matrix. It is concluded that the
combination of GNPs-Cur and FBM favored tissue repair in palatal wounds, showing promise
for regenerative treatments in complex lesions.

Keywords: Palatal wounds; tissue repair; gold nanoparticles; photobiomodulation; oxidative
stress; inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 LESOES DE MUCOSA BUCAL

A mucosa bucal, assim como a pele, tem o importante papel como 6rgao protetor dos
tecidos adjacentes e subjacentes, no entanto, investigacdes clinicas demonstram que a mucosa
bucal ¢ mais susceptivel a traumas e inflamagdes que a pele. Lesdes na mucosa do palato sdo
comuns e podem resultar de traumas cirtirgicos, como os procedimentos que utilizam o palato
como area doadora para enxertos gengivais, proteses mal adaptadas e alimentos rigidos. Estas
lesdes geralmente causam desconforto significativo, incluindo dor intensa, sensibilidade
exacerbada e dificuldade para se alimentar, falar ou manter a higiene bucal (Scully e Felix,
2005;Bruce e Rogers, 2003).

As patologias bucais sdo, de certa forma, amplamente prevalentes entre idosos,
especialmente devido ao uso prolongado de proteses dentarias e outras condi¢des que
aumentam a suscetibilidade a lesdes. Enquanto as lesdes de palato foi uma das localizagdes
mais comuns, ocupando o segundo lugar com 13,17% das lesdes identificadas (Silva e Cabral,
2021).

Além da dor e sensibilidade, estas lesdes também podem levar a complicagdes como
infeccdo e inflamacdo persistente, principalmente em pacientes que apresentam condi¢des
sistémicas ou que fazem uso de medicamentos imunossupressores. O trauma recorrente ao
palato, seja por procedimentos cirargicos ou uso de proteses, pode resultar em ulceragdes
cronicas que dificultam a cicatrizagdo e aumentam o risco de complicagdes adicionais,
incluindo hiperplasia do tecido e formacdo de cicatrizes que comprometem a fungdo
mastigatoria e fonatdria. Além disso, a ocorréncia dessas lesdes ¢ frequentemente exacerbada
em pacientes submetidos a cirurgias orais ou periodontais, devido ao estresse mecanico e
trauma repetitivo nessa regido (Lavanyaet al., 2022).

Em conjunto, as lesdes na cavidade oral causam dificuldade significativa para comer,
falar e engolir, impedindo significativamente a capacidade dos pacientes de realizar suas vidas
cotidianas. Desta forma, representam um desafio significativo tanto para os pacientes quanto
para os profissionais de satide, devido a sua etiopatogenia variada e ao impacto na qualidade de
vida. A compreensdo aprofundada dos mecanismos subjacentes ao reparo tecidual, associada
ao controle eficaz da inflamacdo, ¢ crucial para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes, visando minimizar os desconfortos, acelerar a cicatrizagdo e melhorar a qualidade de

vida dos pacientes afetados por lesdes palatinas e complicagdes associadas.
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1.2 INFLAMACAO E REPARO TECIDUAL

A mucosa oral e as feridas cutaneas seguem um padrdo de cicatrizacdo semelhante em
termos de sequéncia temporal dos eventos de cicatrizacdo, embora a mucosa oral parega
cicatrizar mais rapido e com menos tecido cicatricial, segue as fases de hemostasia, inflamacao,
granulacdo e maturagdo. Essas fases podem se sobrepor em feridas complexas, e a eficacia do
processo pode ser influenciada por fatores locais e sistémicos (Tavelliet al., 2023; Baronet al.,
2020).

A fase inicial da cicatrizacdo ocorre imediatamente ap6s o dano tecidual, com a
formag¢do de um coagulo sanguineo no local da lesdo, atuando como uma barreira que protege
a ferida contra desidratacdo e infecgdes, além de servir como matriz para a migragdo celular.
Nas primeiras horas ap6s a lesdo, células inflamatdrias, como neutréfilos e macréfagos, sdo
recrutadas para desbridar a area lesionada e impedir a invasdo e proliferacdo microbiana.
Durante a fase de coagulacdo, essa cascata para cicatrizagdo pode ser dividida em uma fase
inicial com recrutamento de neutréfilos e uma fase tardia com o aparecimento e transformagao
de monocitos que se diferenciam macrofagos. Os macrofagos, por sua vez, liberam fatores de
crescimento e citocinas que ativam fibroblastos e outras células, estimulando a producao de
tecido conjuntivo (Sculeanet al., 2014; Dellavia et al., 2014; Tavelliet al., 2023).

Um codgulo provisorio de fibrina, formado por plaquetas agregadas, neutréfilos e
hemacias, cobrem a ferida. Os fibroblastos entram em conformidade, contribuindo para a
formacao do tecido de granulagdo e a sintese de componentes da matriz extracelular (MEC),
como fibronectina, coldgeno e acido hialurénico. Portanto, préximo a migragdo de fibroblastos
locais ao longo da rede de fibrina e ao inicio da reepitelizacdo das bordas da ferida, a
neovascularizacdo e a angiogénese sao ativadas por neoformagao capilar (Sculeanet al., 2014;
Dellaviaet al., 2014; Tavelliet al., 2023).

Durante essa fase, a angiogénese estimulada pelo fator de necrose tumoral o (TNFa),
¢ marcada pela migragdo de células endoteliais e pela formagao de novos capilares, processos
essenciais para uma cicatrizacdo eficiente. Sob a regulagdo de citocinas como o interferon gama
(IFN-y) e o fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-), os fibroblastos promovem a
sintese de colageno, fibronectina e outros componentes essenciais para a cicatrizagdo. Esses
elementos formam a base da nova matriz de tecido conjuntivo, contribuindo para o fechamento
de lacunas teciduais e a restauracdo da resisténcia mecanica da ferida. Na fase posterior de

proliferacdo, o tecido de granulacdo ¢ formado na superficie da ferida por meio da interagdo
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entre fibroblastos, células inflamatérias e células epiteliais (Sculeanet al., 2014; Dellavia C et
al., 2014; Corréa et al., 2020).

A maturacdo e remodelacdo do tecido comega apds a formacdo dos tecidos de
granulagdo e resulta na reorganizacio do tecido conjuntivo. E caracterizada por uma reducio
nos vasos sanguineos e apoptose de fibroblastos, miofibroblastos, células epiteliais e
macrofagos. O colageno tipo III, que ¢ produzido principalmente na fase de proliferacao,
desempenha um papel fundamental na fibrilogénese e na regulacdo do diametro das fibrilas de
coldgeno, e durante a fase proliferativa ¢ lentamente degradado e substituido por coldgeno mais
forte, tipo I (Tavelliet al., 2023; Baronet al., 2020).

A maioria dos miofibroblastos, fibroblastos, células endoteliais e macroéfagos sofre
apoptose, deixando a matriz extracelular rica em coldgeno contendo apenas algumas células.
além das desvantagens estéticas de um tecido cicatricial, também a capacidade biomecanica ¢
menor do que era antes da lesdo. A formagdo de tecido cicatricial, também denominada fibrose,
¢ o principal fator patologico de uma variedade de patologias relacionadas a inflamagao
(Tavelliet al., 2023).

Em direcdo aos estagios finais da cicatrizagdo, a ferida sofre uma resposta contratil
através da ag¢do dos miofibroblastos. Resumidamente, como células pro-inflamatorias
dominantes durante os estagios iniciais da cicatriza¢do da ferida, os neutrofilos e macrofagos
M1 regulam as respostas de defesa local e sistémica a ferida. Quando a fase de inflamacao esta
completa, os neutrofilos passam por apoptose e tornam-se fagocitados pelos macroéfagos M1,
também fagocitando detritos e restos bacterianos no local lesado. A transformacdo de
macrofagos M1 para M2 desempenha um papel fundamental na progressdo da cicatrizagdo da
fase inflamatoria para a proliferativa. Os macrofagos M2 facilitam a produgao de mediadores
anti-inflamatorios, o inicio da proliferagdo de fibroblastos e a angiogénese (Corréa et al., 2020;

Krzyszczyket al., 2019).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO NA LESAO PALATINA

Além das diversas citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e fatores de crescimento,
as espécies reativas de oxigénio (ERO) também desempenham um papel importante no
processo de reparo de feridas. As EROs sdo radicais livres decorrentes do oxigénio,
frequentemente envolvidos na inducdo de lesdes celulares. Elas causam danos celulares por

meio de trés mecanismos principais: peroxidagado lipidica das membranas celulares, formacao
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de ligacdes cruzadas e outras alteragdes nas proteinas, além de lesdes no DNA (Sies, 1991;
Schafer e Werner, 2008).

Os mecanismos de geragdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma e esses mecanismos podem ser favorecidos pelos ions
ferro e cobre. A mitocdndria ¢ a principal fonte geradora de radicais livres, por meio da cadeia
transportadora de elétrons, durante a producdo de energia a partir da glicose e do oxigénio.
Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH oxidases, que sao
proteinas de membrana que tem a func¢ao de transferir elétrons através das membranas celulares
(Zahanet al., 2020).

Em mitocdndrias, o processo disfuncional da fosforilagdo oxidativa gera a redugdo da
molécula de oxigénio (O2). Um elétron ¢ ligado ao orbital da molécula de O, transformando-a
no radical livre anion superdxido (O:.-). Entretanto, esse O2. podera ser catalisado a partir da
enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) gerando o peroxido de hidrogénio (H20z). O
H>0O> ¢ uma ERO menos agressiva que o Oz.- e que consequentemente podera ser neutralizada
pela acdo com glutationa peroxidase (GPX) que catalisa a conversdo de glutationa reduzida
(GSH) oxidando-a para glutationa oxidada (GSSG) (Biswas, 2016; Zahanet al., 2020; Settiet
al., 2021).

Além disso, a partir do dano tecidual do palato ha secre¢dao de quimiocinas e citocinas
pro-inflamatérias que realizardo o recrutamento de mais células fagociticas. Isto ¢, neutrofilos
e macrdofagos capazes de gerar mais ERO e citocinas pro-inflamatdrias fortificando um ciclo
Vicioso.

Em fagocitos, a NADPH oxidase ¢ a principal fonte ERO. Normalmente inativa, essa
enzima ¢ ativada em resposta a estimulos antimicrobianos e inflamatdrios, quando seus
componentes citosolicos se deslocam para a membrana plasmatica do fagossoma, formando um
complexo enzimatico funcional. Nesse estado ativo, a NADPH oxidase gera ERO transferindo
elétrons do NADPH intracelular através do complexo na membrana, onde sdo acoplados ao
oxigénio molecular (O2) presente no vactolo do fagossoma, resultando na formagao do anion
superoxido (O2") (Zahanet al., 2020; Juan et al., 2021).

A enzima 6xido nitrico sintase (NOS), em especial sua isoforma induzivel (iNOS),
catalisa a producdo do radical livre 6xido nitrico (NO¢). O NOe, por sua vez, reage com o anion
superoxido (Oz7) para formar peroxinitrito (ONOO™), contribuindo para a elimina¢do do
contetido do fagossoma. O peroxinitrito integra as espécies reativas de nitrogénio (ERN), uma

classe de moléculas derivadas de NOe e O, que desempenham um papel no estresse
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nitrosativoe, em conjunto com as ERO, promovem danos celulares associados a agao oxidativa
(Zahanet al., 2020; Juan et al., 2021).

Para reduzir os danos oxidativos causados por ERO e ERN, o organismo utiliza
sistemas antioxidantes. Entre eles, destacam-se os antioxidantes enzimaticos, como a SOD ¢ a
GPX, que oferecem prote¢ao significativa contra o estresse oxidativo, atuando na neutralizagao
ou eliminacgdo dessas espécies reativas (Schiafer e Werner, 2008; Tamakiet al., 2016).

Desta forma, identificar ¢ caracterizar funcionalmente os fatores relacionados a
geracdo e desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio € essencial, pois isso serve de base
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. O controle das ERO representa uma
abordagem promissora para acelerar o processo de cicatrizacdo em feridas palatinas (Fan et al.,

2019).

1.4 FOTOBIOMODULACAO

A fotobiomodulacdo ¢ uma pratica terapéutica que utiliza luz ndo ionizada de maneira
ndo invasiva, sendo aplicada por dispositivos como lasers de baixa poténcia (amplificagdo de
luz por emissdo estimulada de radiacdo), diodos emissores de luz e outras luzes com um
espectro mais amplo que varia de visivel a infravermelho (Zaccaronet al., 2022).

A eficacia da FBM esta atrelada a fatores especificos, como o comprimento de onda e
a dose de luz aplicada, assim como a forma como a luz interage com os sistemas biologicos.
Esses efeitos sdo potencializados quando a luz penetra nos tecidos de maneira eficaz,
favorecendo a absor¢ao pelos fotoceptores. Nos tecidos de mamiferos, os principais cromoforos
que absorvem luz no espectro infravermelho proximo incluem hemoglobina, mioglobina,
melanina e a citocromo C oxidase, localizadas na mitocondria ou na membrana plasméatica da
célula (Lipkoet al., 2022; Courtois et al., 2021).

A proteina citocromo C oxidase, um polipeptideo pertencente ao complexo IV da
cadeia respiratoria, atua como um cromodforo com a capacidade de absorver luz em
comprimentos de onda especificos. Diversos estudos demonstraram que a irradiagdo com laser
de baixa poténcia (LBP) aumenta a atividade enzimatica dessa proteina, além de estimular a
sintese de ATP em mitocondrias isoladas (Yuet al., 1997; Santana-Blanket al., 2010; Karu.,
2010).

Esta acdo na cadeia de transporte de elétrons e nas enzimas enddgenas, desencadeia o

aumento da produgdo de trifosfato de adenosina (ATP) e permeabilidade da membrana
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mitocondrial, levando a ativacdo de mensageiros secundarios que por sua vez ativam as cascatas
de sinaliza¢do necessarias (Silveira et al., 2011).

Ap6s a irradiacdo, a absor¢ao de energia dos fotons pelas células leva o cromoéforo a
um estado eletronicamente excitado, promovendo o aumento do metabolismo celular. Esse
processo resulta em maior produ¢do de ATP e em uma maior permeabilidade da membrana
celular, seguido pela ativacdo de metabdlitos secundarios que desencadeiam uma cascata de
sinais intracelulares. Entre esses sinais, destaca-se a regulacdo de diversos fatores de
transcri¢gdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB), proteina ativada-1 (AP-1), p53, fator
indutivel por hipoxia (HIF)-1 e o fator de transcri¢do ativador/ligante do elemento de resposta
ao cAMP (ATF/CREB) (Houreld, 2014; Evans e Abrahamse, 2009).

Além de seus efeitos na produgdo de energia, a influéncia da FBM no citocromo C
oxidase gera um aumento na producao de 6xido nitrico (NO). Esse aumento, apesar de benéfico,
pode trazer desafios, ja que o NO compete com o oxigénio pela ligagdo a citocromo C oxidase,
podendo diminuir a transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria e, consequentemente, a
producdo de ATP. Por outro lado, a FBM também facilita a liberagdo de NO livre, cuja agdo ¢é
benéfica em processos fisioldgicos, como a vasodilatagdo e a modulacdo da inflamagdo
(Poytonet al., 2011; Hamblinet al., 2017).

A FBM também se destaca por sua agdo anti-inflamatéria. Alguns estudos demonstram
que essa técnica pode inibir a ativagdo do fator de transcri¢do NF-kB, reduzindo a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1f, IL-6, TNF-a e IFN-y. Outro efeito importante ¢ a
estimulacdo da microcirculagdo, que promove a reabsor¢do de edemas e a eliminacdo de
produtos metabolicos inflamatorios. Dessa forma, a FBM ndo sé otimiza o reparo tecidual, mas
também torna o processo mais suave € menos doloroso, fato importante a ser levado em conta
nas feridas palatinas, visto que essas lesdes geralmente causam desconforto significativo,
incluindo dor intensa, sensibilidade exacerbada e dificuldade para se alimentar, falar ou manter
a higiene bucal trazendo novas intervencdes para quem busca tratamentos mais eficazes e

acolhedores (Pires et al., 2011; Basso et al., 2012; Da Silva et al., 2010).
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1.5 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia destaca-se como um dos principais focos de pesquisa cientifica, com
aplicacdes amplamente reconhecidas em diversas areas do conhecimento. Este campo estd em
continua evolucdo, com um potencial expressivo para promover avangos no sistema de saude.
No setor, suas aplicagdes ja tém sido amplamente empregadas, enquanto as investigagdes sobre
a interagdo dos nanomateriais com as células e suas repercussdes biologicas seguem avancando,
ampliando o entendimento cientifico e tecnologico (Bhattacharya, 2008).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a sintese de NPs com controle preciso
de tamanho e morfologia, permitindo tanto o encapsulamento de uma ampla gama de moléculas
bioativas quanto sua liberagdo de forma controlada. Entre esses sistemas, as nanoparticlas de
ouro (GNPs) destacam-se por seu amplo uso na entrega de moléculas bioativas, aumentando a
eficiéncia terapéutica dos farmacos. Esse desempenho ¢ atribuido a sua capacidade de
distribuicdo direcionada, baixa toxicidade e elevada taxa de captagdo celular. Além disso, as
GNPs sao consideradas excelentes transportadoras de proteinas e biomoléculas, apresentando
uma a¢ao terapéutica mais eficaz quanto maior for sua distribuicdo (Ghoshet al., 2017; Malamet
al., 2009; Ahnet al., 2013).

As GNPs destacam-se como uma op¢ao promissora, devido a sua biocompatibilidade
comprovada, facilidade relativa de sintese e a capacidade do ouro de estabelecer ligagdes fortes
com bases como os tidis. Paralelamente, a utilizacdo de recursos bioldgicos para a sintese de
nanoparticulas, como as plantas, representa uma abordagem inovadora e relativamente recente
nesse campo (Bhattacharya e Mukherjee, 2008; Arvizoet al., 2012).

Desta forma, os estudos recentes mostraram que as GNPs sintetizadas via sintese
verde, como extrato de agai, sangue de dragdo, aloe vera e curcumina, podem suprimir a
inflamagao, melhorar a angiogénese e promover a regeneracao tecidual (Mendes et al., 2022).
Isso se deve por conta das propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, o que as tornam
promissoras para o tratamento de doencas inflamatorias e lesdes teciduais. Os mecanismos
pelos quais essas GNPs exercem seus efeitos anti-inflamatdrios envolvem a inibigao da ativagao
do NF-«B e a redugdo da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IL-6, IL-1p e TNF-
a. Além disso, as GNPs tém sido utilizadas para melhorar a formagdo de vasos sanguineos,
reduzir o estresse oxidativo e modular a atividade dos fibroblastos (Wang, Chang e Wu, 2018;
Akhtaret al., 2020).

Outro estudo mostrou que as GNPs- Cur sdo capazes de inibir a inflamacdo em

modelos experimentais de lesdo oral em camundongos. Os resultados indicaram que as GNPs-
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Cur sdo capazes de reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1,
bem como neutralizar ROS, o que pode contribuir para a redugdo do estresse oxidativo e da
inflamagdo. Além disso, as GNPs-Cur também foram capazes de reduzir a dor relacionada a
lesdo oral em um modelo experimental de dor aguda. Esses resultados suportam o uso das
GNPs-Cur como uma estratégia terapéutica eficaz no tratamento de lesdes teciduais e
inflamacdo na cavidade oral (Thirupathi et al., 2023).

O mecanismo por tras das GNPs-Cur como molécula anti-inflamatéria, os autores
descrevem através da sua capacidade de bloquear a ativagdo do NF-kB, por meio da interagao
com o componente Cys-179, bloqueando a fosforilagdo da IKB quinase impedindo a
transloca¢cdo do NF«B para o nticleo. A inibicao da ativagdo do NF«B leva a regulacdo negativa
da expressdo de iNOS e COX-2, suprimindo a resposta inflamatoria exacerbada. Além disso,
as GNPs-Cur tém sido relatadas por interagir fisicamente com quimiocinas € citocinas, como
por exemplo, a IL-1p, neutralizando assim a ligagdo de IL-1p ao seu receptor de membrana
inibindo a cascata de sinalizag¢do pro-inflamatéria (Zaccaronet al., 2022; Mendes et al., 2022;
Casagrandeet al., 2023; Khanet al., 2018).

Como antioxidantes as GNPs possuem alta tendéncia para aceitar elétrons e interagir
com EROs para desativa-los ou elimind-los, através do efeito scavenger. Além disso, as GNPs
podem afetar as ligacdes tiol de keapl, causando uma mudanca conformacional que permite a
liberagdo de NRF2 (fator 2 relacionado ao fator nuclear eritroide) para posterior transcri¢do de
genes citoprotetores, contribuindo assim para a homeostase celular (Mendes et al., 2022; Gao
etal., 2019).

Além das GNPs, as nanocurcumina, derivado da Curcuma longa, também sdo
reconhecidas por suas propriedades bioativas, visto que a curcumina ¢ uma molécula
pleiotrépica capaz de interagir com multiplos alvos moleculares associados a inflamacao.
Regula a resposta inflamatoria reduzindo a atividade da das enzimas 6xido nitrico sintase
(INOS), lipooxigenase (LOX), fosfolipases A2 (PLA2s) e ciclooxigenase-2 (COX-2). Esta
inibicdo dificulta a sintese de prostaglandinas pré-inflamatorias, leucotrienos e mediadores
essenciais da resposta inflamatoria. Além disso, a curcumina é conhecida por modular varias
cascatas de sinalizacdo celular incluindo PI3K, Akt, ERKS, TGF-B, STAT3, inflamassoma
NLRP3, p38MAPK, Nrf2, AMPK que sdo responsaveis por regular varias atividades celulares,
como expressdo génica, mitose, diferenciacdo, sobrevivéncia celular, apoptose, genes anti-

inflamatorios e antioxidantes. (Karthikeyan, Senthil e Min, 2020).
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Na Odontologia e Dermatologia, a curcumina ¢ usada para acelerar o processo de
cicatrizagdo de feridas e tratar doengas inflamatorias da pele, como psoriase e dermatite, devido
ao seu efeito regenerativo e anti-inflamatorio.

As GNPs biossitetizadas por curcumina representa uma inovagdo terapéutica
significativa, especialmente no campo da regeneracdo tecidual. Devido a sua
biocompatibilidade e capacidade de carregar e entregar compostos bioativos de forma
direcionada, aumentam a biodisponibilidade e eficacia da curcumina, que possui baixa
solubilidade em 4gua e rapida metabolizagdo no corpo. Quando encapsulada em nanoparticulas
de ouro, a curcumina mantém sua estabilidade e ¢ liberada de forma controlada, potencializando
suas propriedades terapéuticas. Essa combinag¢do tem mostrado resultados promissores na
regeneracdo de tecidos danificados, como na cicatrizagao de feridas cronicas, devido ao efeito
sinérgico das GNPs na promocgao da angiogénese e da proliferagdo celular, e a capacidade da
curcumina de modular o processo inflamatério e aumentar a produgdo de coldgeno (Fernandes

etal., 2021; Anand et al., 2007).

1.6  HEPATOTOXIDADE

O figado, considerado o maior 6rgdo com abundancia de macréfagos no organismo,
exerce fungdo crucial como uma das principais barreiras bioldgicas, sendo capaz de reter entre
30% a 99% das nanoparticulas administradas na corrente sanguinea (Zhang et al., 2016).
Segundo pesquisa de Tsoi e colaboradores, observaram que a taxa de transporte e depuragao
dos nanomateriais no figado ¢ cerca de mil vezes mais lenta do que na circulagdo periférica.
Isto se deve a uma interagdo significativamente maior — aproximadamente 7,5 vezes mais
intensa — entre os nanomateriais e as células hepaticas, como as células de Kupffer, células B
hepaticas e células endoteliais sinusoidais (MacParland et al., 2017; Tsoi et al., 2016; Zhang et
al., 2016). Assim, compreender a interacdo entre nanoparticulas e o figado, bem como os
mecanismos envolvidos na sua eliminag@o hepatica, ¢ fundamental para o desenvolvimento de
aplicacdes clinicas desses materiais, usados tanto no diagndstico, quanto no tratamento de
doengas.

O figado desempenha um papel essencial no metabolismo dos carboidratos, proteinas
e lipidios provenientes da alimentagdo, além de ser responsavel pela biotransformagdo de
medicamentos e pela eliminacdo de substincias tdxicas, tanto internas quanto externas ao
organismo (Almazroo et al., 2017). Além disso, os nanomateriais, usados no diagnostico e

terapia de doengas, sdo geralmente classificados como medicamentos xenobidticos, que sao
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estranhos ao ser humano.

Lietal., 2020, demonstraram que os GNPs sdo capazes de se aglomerar principalmente
no figado por meio de interagdes com hepatdcitos, células endoteliais sinusoidais do figado e
células de Kupffer.

Diante da importancia das nanoparticulas no campo biomédico e dos desafios
relacionados a sua biocompatibilidade e eliminagdo hepdatica, métodos sustentaveis como a
sintese verde de nanoparticulas metalicas t€ém ganho destaque, oferecendo alternativas mais

seguras e ecologicamente corretas para sua produgao.

1.7 SINTESE VERDE

A sintese verde pode ser definida como um método de producdo que minimiza os
impactos ambientais negativos e tem como objetivo garantir a seguranga do material produzido
para fins biomédicos. A sintese verde utilizando fontes renovaveis de energia e materiais,
solventes atoxicos e processos de baixo impacto ambiental pode ser considerada uma
abordagem promissora para a producao de nanoparticulas metalicas seguras e eficientes (Rai et
al., 2013; Taurozzi et al., 2011).

As plantas produzem compostos quimicos naturais, € os fitoquimicos presentes em
seus extratos desempenham um papel fundamental como agentes de reducado e de estabilizagao
no processo de sintese de nanoparticulas. Partes das plantas, como folhas, flores, caules, raizes
e frutos, tém sido amplamente empregadas na sintese de varias nanoparticulas, incluindo as
GNPs. Esses organismos utilizam metabolitos como flavonoides, terpenoides, saponinas,
polifendis e proteinas em diferentes processos fisiologicos. Essas moléculas permitem que as
plantas tenham a capacidade de atuar como biorreatores poderosos e atuarem como fontes de
substratos para a sintese verde. Supde-se que as plantas produzam uma grande quantidade de
metabolitos que, possivelmente de forma sinérgica, auxiliam na redug@o de ions metalicos e/ou
na estabiliza¢do das nanoparticulas metalicas formadas (Zanet al., 2022; Zuhrotun A. et al.,
2023).

Além de ser mais seguro, a sintese verde produz nanoparticulas com uma
biocompatibilidade superior, tornando-as altamente desenvolvidas para uso em areas como
regeneracdo tecidual e medicina regenerativa. Enquanto a sintese quimica tradicional pode
deixar residuos toxicos que comprometem a interacao bioldgica das nanoparticulas, a sintese

verde utiliza compostos bioativos naturais, como flavonoides, terpenoides e polifendis. Esses
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compostos possuem propriedades terap€uticas adicionais, como atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias, que sdo essenciais para o reparo tecidual (Khanet al., 2020).

A capacidade modular de resposta inflamatoria é particularmente importante no
contexto de cicatrizagdo de feridas, j4 que uma inflamacdo descontrolada pode retardar o
processo de regeneracao tecidual. Além disso, nanoparticulas sintetizadas por meio de métodos
verdes demonstram uma eficiéncia aumentada na promogao da terapia celular e da angiogénese,
processos essenciais para a cicatrizagdo rapida e eficiente de tecidos lesionados. Portanto, a
sintese verde ndo s6 melhora a biocompatibilidade, mas também amplia a funcionalidade das
nanoparticulas, tornando-as ideais para aplicagdes terapéuticas que requerem uma regeneragao
tecidual eficaz, com o minimo de toxicidade ¢ alta eficiéncia (Sharmaet al., 2023).

Thirupathi et al., (2023) trouxe os efeitos das GNPs-Cur, ¢ mostrou que essas
particulas sdo capazes de reduzir a expressao de genes pro-inflamatorios, além disso, as GNPs-
Cur, demonstraram ser eficazes na redu¢do do estresse oxidativo e na regulagdo da atividade de
diversas vias de sinalizagdo celular, incluindo a via NF-kB e a proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK). Esses resultados sugerem que as GNPs-Cur, sdo uma estratégia promissora

para o tratamento de doengas inflamatdrias e lesdes teciduais orais.

As lesdes palatinas representam um desafio clinico devido a dor, inflamagao e risco de
infeccdo, impactando a qualidade de vida dos pacientes. A nanotecnologia e a
fotobiomodulagdo surgem como abordagens promissoras para acelerar o reparo tecidual,
modulando processos inflamatorios e oxidativos. Neste contexto, as GNPs-Cur possuem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdérias que, associadas a fotobiomodulagao,
potencializam a regeneragdo do tecido oral. Assim, este estudo busca avaliar os efeitos dessa
combinacdo terapéutica, oferecendo uma alternativa inovadora e eficaz para o tratamento de

feridas palatinas e contribuindo para avangos na Biomedicina e Odontologia.
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2 OBJETIVOS

1.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento de nanocurcumina e nanoparticula de ouro
biossintetisadas com curcumina associadas a fotobiomodulagao no processo de reparo palatino

de ratos Wistar.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar a taxa de contracdo da ferida palatina dos ratos Wistar tratados;

e Avaliar a morfologia tecidual do palato e figado, para quantificacdo do infiltrado
inflamatorio e area de coldgeno dos ratos Wistar tratados;

e Avaliar a expressdo génica de M1, NFR2 e colageno tipo III dos ratos Wistar tratados;

e Avaliar os niveis proteicos de citocinas pr6 e anti-inflamatérias (TNF-a, IL1-B, IL4,
TGFp) dos ratos Wistar tratados;

e Avaliar a producdo de oxidantes e sistema de defesa antioxidante no palato e no figado

dos ratos Wistar tratados.



3 METODOLOGIA

2.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto foi submetido a2 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 propositos
cientificos e didaticos (Leil1.794, DOU27/5/13, MCTI, p.7) e foi aceito sob nimero de
protocolo n°® 86/2023 (anexo A). Esta pesquisa também seguiu as Diretrizes ARRIVE 2.0
(PercieduSertet al., 2020).

2.2  ANIMAIS

Foram utilizados 72 ratos Wistar com as seguintes caracteristicas: 60 dias de vida,
com peso entre 250-300 gr, provindos da colonia de reprodugao do Biotério da UNESC. Os
animais foram agrupados em gaiolas especificas (Comprimento 30 cm x Largura 20 cm x
Altura 13 cm), distribuidos em quatro 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 dgua do sistema publico de fornecimento (torneira) colocado
em mamadeiras para roedores e ofertada ad libitum.

Os animais foram distribuidos randomicamente em seis grupos experimentias
(n=12), sendo 4 animais para histologia e 8 animais para andlises bioquimicas e

moleculares:

. Ferida palatina (FP)

Il FP + Nanocurcumina(l mg/MI)
lll. FP+ GNPs-Cur(1 mg/Ml)

IV. FP+FBM (830 nm-—11)

V. FP + FBM + Nanocurcumina

VI. FP+FBM +GNPs-Cur

28
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2.3  MODELO DE LESAO PALATINA

Os animais foram anestesiados e mantidos sob anestesia, utilizando cetamina 70 mg/kg
e xilazina 15 mg/kg via intramuscular. Ao ser constatado o efeito da anestésico, cada rato foi
estabilizado e a boca mantida aberta usando um retrator. A mucosa palatina proxima aos dentes
molares foi removida usando um Punch dermatoldégico de ago inox de 4 mm de didmetro

(Figura 1), induzindo uma lesdo circular.

Figura 1 - Punch dermatolégico de aco inox (marca Rhosse®) com 4 mm de didmetro.

A mucosa palatina envolvida na incisdo circular (Figura 2.a) foi completamente
excisionada e o peridsteo se manteve exposto dentro do didmetro de 4mm. Apds controle do

sangramento a area excisada foi deixada exposta.
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Figura 2 - (a) fotografia da mucosa palatina; (b) ilustragdo do modelo de ferida palatina no rato Wistar.
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2.4 SINTESE VERDE DAS NANOPARTICULAS

A GNPs-Cur foi obtida pela reducdo de Curcumina. Uma solucdo foi preparada em
etanol (3mg/mL). Solu¢des estoque de acido clorodurico (HAuCl4 4 mM) foram preparadas em
agua Milli Q. Na sequéncia, uma solu¢do pré-definida de extrato foi adicionado em agua Mili
Q e mantida sob agitagdo e aquecimento até atingir a temperatura de 90 °C. O NaOH (0.1 M)
foi usado para ajustar o pH entre 10 e 11. Na sequéncia, uma solu¢do 1 mM de HAuCl4 foi
adicionada gota a gota sob agitacdo simultanea. A reacdo foi 53 mantida sob agitagdo até atingir
a temperatura ambiente e posterior formac¢ao das GNPs-Cur.

As nanoparticulas de curcumina foram obtidas pelo método de inversdo de fases
(Adena et al., 2021). Na fase aquosa foram adicionados o surfactante tween 80 (1%) e 100 mL
de 4gua deionizada. Na fase oleosa foram adicionados a lecitina de Soja (1%) Crodamol GTCC
(10%) e curcumina (1%). Ambas as fases foram previamente aquecidas a uma temperatura de
70C. Logo apos a temperatura atingir 70C, a fase aquosa foi adicionada lentamente sob a fase
oleosa utilizando uma agita¢do de 400rpm até o resfriamento.

A formag@o dos GNPs e Nano curcumina foram determinadas por Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis), utilizando um espectrofotometro da marca Shimadzu, UV 1800. A solugdo foi
avaliada na regido do visivel (400nm — 700nm). O tamanho médio e a morfologia dos GNPs
foram determinados por imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) utilizando
um modelo JEM 2100F de 100kV. As GNPs e a nano curcumina foram diluidos em agua
destilada na propor¢do de 1:20 e adicionados em uma grade contendo carbono (grade de cobre
— 300 mesh). Apds o tempo de secagem das grades (24h), as imagens foram obtidas.

As solugdes foram caracterizadas por espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis), em
um modelo SpectraMaxPlus. As nanoparticulas foram medidas na regido do visivel (390-700
nm). O tamanho e morfologia das nanoparticulas foram realizados por microscopia eletronica
de transmissao (TEM) usando um JEM-1011 (100 kV). Uma gota da solug¢ao 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 (24h) e posteriormente as imagens foram
obtidas. O tamanho hidrodindmico e a carga superficial em pH 7,4 (25°C) foram investigados
por meio de medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta, usando um
Zetasizer Nano ZS. As solugdes de nanoparticulas foram colocadas em uma célula capilar
dobrada. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, para obten¢do da média e desvio

padrdo (DP). A estabilidade das solugdes foi avaliada por espectroscopia UV-Vis e Zetasizer.
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2.5 APLICACAO DOS TRATAMENTOS

No dia 0 foi realizado a indu¢ao da ferida palatina em todos os animais e captacao das
fotos. Apo6s 24 horas iniciou os tratamentos conforme os grupos experimentais. O tratamento
de FBM com laser foi realizado utilizando a caneta de 830nm na dose de 1 J com aplicagdo de
3 pontos, sendo 2 nas bordas € um no centro. A irradiacdo foi executada sobre a ferida, com a
caneta do laser perpendicular ao palato a uma distancia de 0,5 cm, conforme ¢ descrito por
Morrone et al. (1998) . O tratamento de nanocurcumina foi realizado em uma dose de 1mg/ml
diluido 1:1 em gel. O tratamento com GNPs-Cur foi realizado em uma dose 2,5mg/L diluido
1:1 em gel. Os tratamentos associados foram realizados em um primeiro momento a aplicag@o
do gel e posteriormente a aplicacdo do laser. O tratamento ocorreu por 5 dias consecutivos
diariamente. Apos 24 horas do tltimo dia de tratamento foram captadas as fotos dos animais e

posteriormente foram eutanasiados.

2.6 EUTANASIA

Ap0s 24 horas do ultimo tratamento, os 72 animais foram anestesiados com isoflurano
4% e levados a eutanasia por uso de um tubo Falcom com isofurano 4%. A seguir, foi realizada
as tomadas fotograficas e a regido cicatrizante foi removida, assim como parte do figado para
andlise de toxicidade. As pegas foram, entdo, armazenadas em frascos individuais para
posteriores analises histoldgicas, bioquimicas e moleculares. As carcagas dos animais foram
acondicionadas em sacos plasticos brancos proprios para descarte de material bioldgico e
armazenados no freezer em uma camara de congelamento cientifica com temperatura-20°C, da
UNESC, até o recolhimento pela empresa responsavel. Todos os pesquisadores envolvidos no

projeto utilizaram equipamento de protegdo individual requerido para cada etapa do estudo.
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Figura 3- Linha do tempo experimental alterar lista de figuras e todas a figuras

2.7 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras teciduais do palato mole foram embebidas em solu¢ao de paraformaldeido
(PFA) a 10% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) por 24 horas. Posteriormente incluidas em
parafina apos desidratacdo e clareamento, e seccionadas em cortes de 5 pm de espessura. Para
avaliagdo de quantificacdo de infiltrado inflamatorio foi utilizado a coloragdo de hematoxilina
e eosina e, para avaliacdo e quantificacdo da colagénese, coloragdo com tricromio de Gomori.
As laminas foram lidas em microscopio optico (Eclipse 501, Nikon, Melville, NY, EUA), com
aumento de 400x, sendo 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). A contagem do
infiltrado inflamatorio foi realizada através da utilizagdo do Plugin “CellCounter” do software
considerando a coloragdo nuclear de células inflamatorias. Na andlise de porcentagem da area
de coldgeno foi avaliado através da decomposi¢do pelo software image] com o plugin
"ColourDecovolution" para realizar a quantificagdo da porcentagem azul na area total da

imagem.

2.8 ANALISE DO TAMANHO DAS FERIDAS

Imagens digitais das feridas foram feitas na resolugdo: 3264 x 2448 pixels e analisadas
pelo software IMAGEJ ® 1.51. Este método fotografico ¢ uma alternativa precisa para medir a

area da ferida, sendo uma técnica apropriada para feridas limpas, contaminadas ou ndo. As
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imagens das lesdes foram obtidas no dia da inducdo da ferida palatina (dia 0) e 24h apds o
ultimo dia de tratamento anterior a eutandsia (dia 6), para verificacdo visual da evolugdo do
processo de cicatrizagdo e mensura¢cdo do tamanho (drea em mm?) calculando a variagdo das
areas das feridas neste periodo em %. Essas mensuragdes foram feitas pelo mesmo pesquisador,

sendo realizadas 3 mensuracdes de cada ferida e utilizado o valor médio.

2.9 RT-PCR

As andlises de expressdo génica de marcadores de M1, NFR2 e coldgeno tipo III foram
realizadas através de PCR — Real Time. O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol®
(Life Technologies) e seguindo as instru¢des recomendadas pelo fabricante. O RNA obtido foi
solubilizado em 30 pL de agua Milli-Q tratada com DEPCO0,1% (Sigma), agrupado em um unico
tubo e armazenado a -20 °C. O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria e
absorbancia a 260nm e 280nm. A relag@o entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para
estimar a contaminagdo por proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja
relagdo 260/280nm estavam entrel,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 reacdo em cadeia da polimerase (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

reagao.

2.10 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CITOCINAS

A fim de determinar-se a concentragdo de citocinas inflamatdrias nos tecidos de palato
mole, 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 tampao de lise com inibidores de proteases, com o intuito
de preservar o conteudo proteico da amostra de interesse. Com as amostras devidamente
preparadas, as placas de ELISA foram sensibilizadas com um anticorpo de captura especifico
(diluigao 1:100), deixando overnight a 4 °C. No dia posterior, as placas foram lavadas com
tampao 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 entdo
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pipetadas em duplicata na placa (100 microlitros), sobre seus respectivos anticorpos de captura.
Ap6s duas horas de incubagdo, as placas passaram novamente pela etapa de lavagem, a fim de
remover-se as ligagdes inespecificas. Posteriormente, foi adicionado o anticorpo de detecgdo, o
qual se liga aos antigenos da amostra formando assim um “sanduiche” de anticorpo e amostra.
Ap6s periodo de incubagdo a temperatura ambiente e posterior etapa de lavagem, foi adicionado
100 microlitros de uma solu¢do contendo uma enzima peroxidase (HRP). Sob esta solucio,
adicionou-se um substrato cromogénico, o tetrametilbenzidina (TMB), a qual em presenca da
HRP emite uma coloragdo azul especifica. Para parar esta reacdo, utilizou-se 50 p por pogo de
acido sulfurico diluido. A concentracdo das citocinas inflamatérias (IL-1p, TNF-a, IL-4, IL-10
e TGF-P) e fatores de crescimento como (TGF-f3) foram determinadas via leitura da absorbancia

(450 nm) em espectrofotometro (BIO-RAD, 680).

2.11 CONTEUDO DE PROTEINAS

O teor de proteina a partir de tecido palato mole homogeneizado foi ensaiado
utilizando albumina de soro bovino como um padrao, de acordo com Lowryet al., (1951). Apds
o reagente fosfomolibdico— fosfotingstico (folin fenol) ser adicionado para ligar-se a proteina
o reagente foi lentamente reduzido passando de amarelo para azul e a absorbancia foi lida a

750nm.

2.12 OXIDANTES

2.12.1 DCFH-DA

Os niveis de 2,7-diclorofluoresceina oxidada (DCF) foram monitorados em amostras
incubadas com 10 mMdiacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) a 37 °C por 30
minutos. A formag¢ao de derivados fluorescentes oxidados foi monitorada em comprimentos de
onda de excita¢do e emissdo de 488 e 525nm, respectivamente, usando um espectrofotometro
de fluorescéncia. Uma curva padrao DCF foi medida usando 10 mM DCF como um controle

interno no experimento, € os resultados foram expressos como intensidade de fluorescéncia

(Wang; Joseph, 1999).
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2.12.2 Indicador da formacao de oxido nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do metabolito
estavel nitrito. Para mensurar o contetido de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente
Griess (1 % sulfanilamida em 0,1 mol/L HCl e 0,1 % de dicloridrato de n-(1-naftil)-
etilenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia foi medida a 540 nm
usando leitor de microplacas. O conteudo de nitritos foi calculado com base em uma curva
padrdo de 0 a 100 nM realizada com o metaboélito nitrito de sodio. Os resultados foram

calculados em pumol nitrito/mg proteina (Chaeet al., 2004).

2.13 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS

2.13.1 Grupos sulfidrila

O teor de tiol total foi determinado usando o método com DTNB (reagente de Ellman).
Resumidamente, 30 mL de amostra foram misturados com 1 mL de solugdo salina tamponada
com fosfato/l mM de EDTA (pH 7,5). A reagdo foi inicializada pela adi¢do de 30 uL de solugao
estoque de DTNB 10 mM em solug¢do salina tamponada com fosfato. Amostras de controle, que
ndo incluam DTNB ou proteina, foram executadas simultaneamente. Apds incubacao por 30
minutos em temperatura ambiente, foi realizada leitura da absorbancia em 412 nm e calculada
a quantidade de TNB (equivalente a quantidade de grupos sulfidrila) (Aksenov; Markesbery,
2001).

2.13.2 Carbonilacio de proteinas

O dano oxidativo de proteinas foi determinado mediante a quantifica¢do de proteinas
carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a 2,4-dinitrofenilhidrazina. As
proteinas foram precipitadas pela adicdo de acido tricloroacético a 20% e reacdo com 2,4-
dinitrofenilhidrazina. As amostras foram entdo redissolvidas em cloridrato de guanidina 6M e
os contetudos de carbonila foram determinados medindo a absorbancia em 370 nm e usando um

coeficiente de absor¢ao molar de 22.000 M1 M-1. cm-1 (Levine et al., 1990).
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2.14 DEFESAS ANTIOXIDANTES

2.14.1 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da oxida¢do da adrenalina. As
amostras de tibia foram homogeneizadas em tampao de glicina. Volumes de 5, 10 e 15 pl de
amostra foram separados ap6s homogeneizacdo e 5 ml de catalase (0,0024 mg/ml em agua
destilada), 175-185 ml de tampao glicina (0,75 g em 200 ml de 4gua destilada a 32 °C, pH 10,2),
e 5 ul de adrenalina (60 mM em agua destilada mais 15 ml/ml de HCl fumegante) foram
adicionados, incubados por 180 segundos em intervalos de 10 segundos e medidos em um leitor
SpectraMax i3xELISA a 480 nm. Os valores foram expressos como unidade SOD/mg de
proteina (U/mg de proteina) (Bannister; Calabrese, 1987).

2.14.2 Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin&Hilf, com algumas
adaptacdes. GSH foi mensurada nas amostras de tecido apds precipitagdo de proteina com acido
tricloroacético a 10%. Em parte da amostra foi adicionado 800 mM de tampao fosfato (pH 7,4)
contendo 500 mM de o-ftaldialdeido. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reagao
entre o-ftaldialdeido e tiois atingiu 0 maximo em 5 minutos € manteve-se estavel durante mais
de 30 min. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva padrao de glutationa
reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH nas amostras. Os resultados sdo expressos

como U fluorescéncia/mg de proteina (Hissin; Hilf, 1976).

2.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e erro padrao médio e analisados estatisticamente
pela andlise de varidncia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post hoc Tukey. O nivel de
significancia estabelecido para o teste estatistico foi de P<0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences) versdo 17.0 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A Figura 4 e 5 representam a morfologia e distribui¢do de tamanho das particulas que
foram analisadas via Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM). A nanocurcumina (Figura
4) apresentou tamanho de particula de aproximadamente 20nm e morfologia quase esférica. As
GNPs-Cur apresentaram tamanho de particula de aproximadamente 20nm e morfologia
esférica. A analise UV-Vis mostrou picos maximos de absor¢do caracteristicos de

nanocurcumina (419nm) (Figura 5) e GNPs (524nm) (Figura 6).
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Figura 4 - Analise de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) das particulas Nanocurcumina (A) e GNPs-
Cur (B).
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Figura 5 - Analise do software de UV-Vis de pico maximo de absor¢@o de Nanocurcumina.

025

0,225

0.2

0,175

0,15

0,125

Abs

01

0,075

0,05

0,025

420 450 430 510 540 570 600 630 660 690
Wavelength(nm)

Figura 6 - Analise do software de UV-Vis de pico maximo de absor¢do de GNPs-Cur.
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4.2 CONTRACAO DA FERIDA

Em relagdo a area de contragdo da ferida em cm? representada na Figura 7 pode-se
observar que os grupos tratados apresentaram aumento significativo na area de contragdo da
ferida quando comparados aos grupos FP, sendo os grupos FP+Nanocurcumina, FP+GNPs-
Cur, FP+FBM e FP+GNPs-Cur+tFBM com um valor de p<0,05, enquanto o grupo

FP+Nanocurcumina+FBM apresentou um valor de p<0,01.
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Figura 7 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e GNPs-
Cur+FBM no 6° dias ap6s indugdo de Ferida Palatina sobre os parametros de contra¢do de ferida.Os dados sao
apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida Palatina e ** p<0,01 v.s grupo Ferida Palatina.
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.3 ANALISE HISTOLOGICA DE PALATO E FIGADO

Em relacdo as andlises histologicas de palato, representada na Figura 8, tem-se as
imagens representativas de cada grupo experimental referente ao infiltrado inflamatorio (Figura
8A) e area de colageno (Figura 8B), bem como as quantificagdes do influxo de células
inflamatorias (Figura 8C) e a porcentagem da area de coldgeno (Figura 8D).

E possivel observar no influxo de células inflamatérias uma diminuicio significativa
nos grupos tratados quando comparados ao grupo FP, sendo o grupo FP+Nanocurcumina com
valor de p<0,05, os grupos FP+GNPs-Cur, FP+FBM e FP+Nanocurcumina+FBM com valor
de p<0,001 e o grupo FP+GNPs-Cur+FBM uma diminui¢do com valor de p<0,0001. Em
relagdo a porcentagem de coldgeno ndo foi possivel identificar diferengas entre os grupos

experimentais.
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Figura 8 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e GNPs-
Cur+FBM sobre a analise histologica de tecido de palato mole no influxo de células inflamatorias através da
colorag@o de HE (A — B) e porcentagem da area de colageno através da colora¢do de Tricomio de Gomori (C —
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D).Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida Palatina, *** p<0,001 v.s
grupo Ferida Palatina e **** p<0,0001 v.s grupo Ferida Palatina. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc
de Tukey).

Em relacdo a andlise histologica do figado, representadas na Figura 9,tem-se as
imagens representativas de cada grupo experimental referente ao infiltrado inflamatorio (Figura
9A), bem como as quantificacdes do influxo de células inflamatorias (Figura 9B). Nao foi

possivel identificar diferengas entre os grupos experimentais.
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Figura 9 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e GNPs-
Cur+FBM sobre a analise histoldgica de figado no influxo de células inflamatorias através da coloragdo de HE (A
— B). Os dados sdo apresentados em média +EPM. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR PCR DE PALATO

Na Figura 10 ¢ possivel observar a expressdo génica de CD11 (Figura 10A), NRF2 (Figura
10B) e de COL III (Figura 10C). Em A, ¢é possivel observar que o grupo FP+GNPs-
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Cur+FBMapresentou uma redugdo significativa da expressdo de CD11 quando comparados ao
grupo FP, com um valor de p<0,05. Em B, ¢ possivel observar que o grupo FP+GNPs-
Cur+FBM apresentou um aumento significativo da expressao de NRF2 quando comparados ao
grupo FP, com um valo de p<0,05. J& em C, é possivel observar que todos os grupos
experimentais tratados apresentaram um aumento na expressao de COL III quando comparados
ao grupo FP, sendo os grupos FP+Nanocurcumina ¢ FP+GNPs-Cur um valor de p<0,05 e os

grupos FP+FBM, FP+Nanocurcumina ¢ FP+GNPs-Cur+FBM um valor de P<0,01.
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Figura 10 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e¢ GNPs-
Cur+FBM sobre a expressao génica de CD11 (A), NRF2 (B) e COL III (C) no tecido de palato mole. Os dados
sdo apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida Palatina, ** p<0,01 v.s grupo Ferida
Palatina. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.5 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS DE PALATO

Na Figura 11 estdo representados os niveis proteicos de citocinas pro-inflamatorias
TNF-a (Figura 11A) e IL-1B (Figura 11B).

Em A, ndo foi possivel identificar diferencas entre os grupos experimentais nos niveis
proteicos de TNF-a. Em B, € possivel observar que todos os grupos experimentais tratados
apresentaram diminui¢do nos niveis proteicos de IL-1p quando comparados ao grupo FP, sendo
os grupos experimentais FP+GNPs-Cur e FP+Nanocurcumina+FBM um valor de p<0,05, e o
grupos experimentaisFP+Nanocurcumina, FP+FBM e FP+GNPs-Cur+FBM com valor de
p<0,01.
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Figura 11 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e¢ GNPs-
Cur+FBM sobre os niveis proteicos de citocinas pro-inflamatorias TNF-a (A) eIL-1p (B) no tecido de palato mole.
Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida Palatina, ** p<0,01 v.s grupo
Ferida Palatina. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.6 CITOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS DE PALATO

Na Figura 12 estdo representados os niveis proteicos de citocinas anti-inflamatdrias
IL10 (Figura 12A), IL4 (Figura 12B) e fator de crescimento TGF-$ (Figura 12C). Em A, o
grupo experimental FP+Nanocurcumina apresentou um aumento nos niveis proteicos de IL10
quando comparados ao grupo FP, com um valor de p<0,05, e os grupos FP+GNPs-Cur,
FP+NanocurcuminatFBM e  FP+GNPs-Cur+tFBM  apresentaram um  aumento
significativamente maior quando comparados ao grupo FB, com valor de p<0,01. Em B, o grupo
experimental FP+GNPs-Cur apresentou um aumento dos niveis proteicos de IL4, com um valor
de p<0,05, e o grupo FP+GNPs-Cur+FBM apresentou um aumento significativamente maior
quando comparados com o grupo FP, com um valor de p<0,01. Em C, os grupos experimentais
FP+FBM e FP+GNPs-Cur+FBM apresentaram um aumento nos niveis de fator de crescimento

TGF-B quando comparados ao grupo FP, com um valor de p<0,05.
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Figura 12 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM ¢ GNPs-
Cur+FBM sobre os niveis proteicos de citocinas anti-inflamatorias IL10 (A), IL4 (B) e fator de crescimento TGF-
B (C) no tecido de palato mole. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida
Palatina, ** p<0,01 v.s grupo Ferida Palatina. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.7 MARCADORES DE OXIDANTES E ANTIOXIDANTES DE PALATO

Na Figura 13 estdo representados os graficos da avaliagdo em palato de marcador
oxidativo com os niveis de Nitrito (Figura 13A) e de niveis de enzima antioxidante SOD (Figura

13B).
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Em A, ¢é possivel observar que os grupos experimentais FP+FBM,
FP+Nanocurcumina+FBM e FP+GNPs-Cur+FBM apresentaram uma redugdo nos niveis de
Nitrito quando comparados ao grupo FP, com um valor de p<0,05. Em B, ¢ possivel observar
que os grupos experimentais FP+GNPs-Cur, FP+FBM e FP+GNPs-Cur+FBM apresentaram
aumento significativo quando comparados ao grupo FP, sendo o FP+GNPs-Cur com valor de

p<0,05, FP+FBM com valor de p<0,01 ¢ FP+GNPs-Cur+FBM com valor de p<0,001.
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Figura 13 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e¢ GNPs-
Cur+FBM sobre o marcador oxidante Nitrito (A) e o marcador antioxidante SOD (B) no tecido de palato mole. Os
dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: * p<0,05 v.s grupo Ferida Palatina, ** p<0,01 v.s grupo Ferida
Palatina. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.8 MARCADORES DE OXIDANTES, DANO OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES DE
FIGADO

A Figura 14 apresenta os marcadores de oxidantes, dano oxidativo e os niveis de

enzimas antioxidantes de figado. Nas analises de oxidantes DCF (Figura 14A) e Nitrito (Figura
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14B) nao foi possivel observar diferencas significativas entre os grupos experimentais. Nas
analises de dano oxidativo Carbonil (Figura 14C) e Conteudo de Sulfidrilas (Figura 14D) nao
foi possivel observar diferencas significativas entre os grupos experimentais. Também, nas
analises de dano antioxidantes SOD (Figura 14E) e GSH (Figural4F) ndo foi possivel observar

diferengas significativas entre os grupos experimentais.
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Figura 14 - Efeitos do tratamento com Nanocurcumina, GNPs-Cur, FBM, Nanocurcumina+FBM e¢ GNPs-
Cur+FBM sobre os marcadores de estresse oxidativo, oxidantes Nitrito (A) ¢ DCF (B), marcadores de dano
oxidativo Carbonil (C) e Conteudo de Sulfidrila (D) e marcadores de defesa antioxidante SOD (E) e GSH (F) no
tecido figado. Os dados sdo apresentados em média +EPM. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de
Tukey).
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5 DISCUSSAO

Inicialmente, foi realizada uma analise do processo inflamatorio presente nas feridas
palatinas, utilizando como parametro a presenca de citocinas pr6 e anti-inflamatdrias. Em areas
lesionadas, observa-se que as células epiteliais passam a expressar citocinas pro-inflamatorias
como IL-1f, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A liberagdo dessas substancias
promove a ativacao de células do sistema imunologico, que migram para o local da inflamacao,
intensificando ainda mais a produ¢do de citocinas. As respostas inflamatorias iniciais apos a
lesdo tecidual sdo, em grande parte, mediadas pela IL-1, relacionada a imunidade inata, e pelo
TNF-0, que desempenha um papel crucial em praticamente todas as fases da inflamacao,
provocando vasodilatag¢do, rubor, edema e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos
(Tetyczka et al., 2021; Sugawara et al., 2002).

O aumento da contracdo de ferida corrobora com os achados histoldgicos, além de
justifica-los, uma vez que os grupos tratados de forma isolada e combinada demonstraram uma
diminui¢do do infiltrado inflamatério da mucosa oral em relagdo ao grupo controle. A
infiltragcdo leucocitaria reduzida por meio das nanoparticulas € FBM demonstra o controle do
processo inflamatdrio inicial, sendo capazes de promover a redugdo significativa da interagdo
dos leucocitos com o endotélio pela redugdo de moléculas de adesdao e, consequentemente,
diminui¢do do infiltrado dessas células no espaco intersticial. Em adi¢do, a diminui¢do de
infiltrado inflamatério € responsavel pela redugdo da fosforilacdo de IkBa e inibe a expressao
ou atividade de NFxB. Com isso, os leucdcitos polimorfonucleares circulantes nos tecidos sao
reduzidos, a expressdo de ICAM-1 nas células endoteliais ¢ reduzida, suprimindo assim a
adesao firme dos neutrofilos a superficie endotelial. Isto promove uma diminui¢@o na resposta
inflamatoria exacerbada e contribui para um processo de reparo de forma eficiente (Ali et al.,
2021).

E evidente que o processo de cicatrizagdo de feridas envolve varias fases regionais,
sendo uma das mais criticas a modula¢do da resposta inflamatéria. Os macrofagos, células
imunolodgicas essenciais nesse processo, desempenham um papel central, e sua transi¢do do
fendtipo M1, pro-inflamatorio, para o fendtipo M2, anti-inflamatério e regenerativo. Dito isso,
no presente estudo o grupo LP + GNPs-Cur + FBM apresentou redu¢do na expressao de
macrofagos M1 através do marcador de expressdo génica CDI11, caracterizando a troca
fenotipica para M2 neste grupo experimental.

Esta polarizacdo para macrofagos M2 promove a resolu¢do da inflamacgao, estimula a

producdo de coldgeno e melhora a regeneracdo tecidual (Murray&Wynn, 2011). Um dos
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mecanismos envolvidos nessa modulacdo ¢ a via de sinalizagdo NF-kB, que desempenha um
papel central na resposta inflamatodria inicial, regulando a expressdo de genes pro-inflamatorios,
como TNF-a e IL-1p. No entanto, a supressao controlada da ativagao de NF-kB, induzida pelas
nanoparticulas de ouro e pela FBM, facilita a transi¢ao de macréfagos para o fenotipo M2. Isso
ocorre porque a inibi¢do de NF-kB reduz a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e aumenta
a expressao de citocinas anti-inflamatodrias, como IL-10 e TGF-f, promovendo um ambiente
mais favoravel a cicatrizacdo e a reparagdo tecidual (Mussbacheret al 2023).

Os marcadores da presenca fenotipica de macréfagos M1 se dio em conjunto a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como as IL-1B. Sendo uma das principais citocinas
liberadas durante a fase inflamatdria inicial da cicatrizagdo, por desempenhar papel crucial na
ativacao e recrutamento de células imunologicas para o local da lesdo, ela atua através da via
de sinalizagdo do inflamassoma NLRP3, que, ao ser ativado, promove a maturagdo e secre¢ao
de IL-1PB. Esta citocina, ao se ligar aos seus receptores IL-1R, desencadeia uma cascata de
sinalizacdo que ativa a via NF-kB, responsavel pela expressdo de diversos genes pro-
inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo. Sua ativacdo ¢
frequentemente associada a respostas inflamatérias cronicas e exageradas, que podem
comprometer o processo de cicatrizagdo ao prolongar a inflamagdo e causar danos teciduais
adicionais (Liuet al 2017).

Desta forma o presente estudo trouxe aumento nos niveis de IL-1p no grupo FP e o
controle dos niveis de IL-1 nos grupos tratados com GNPs-Cur e FBM, sugerindo que essas
terapias sdo eficazes em modular a ativa¢do do inflamossoma e reduzir a producdo excessiva
de IL-1pB, facilitando a polarizagdo dos macréfagos para o fenotipo M2 e promovendo um
ambiente mais favoravel a cicatrizagdo, além de corroborar com a literatura.

Isto posto, a literatura destaca as GNPs-Cur como molécula anti-inflamatoria. Os
autores descrevem os mecanismos de acdo através da sua capacidade de bloquear a ativacao do
NF-«B, por meio da interagdo com o aminoacido Cys-179, bloqueando a fosforilagdo da IKB
quinase impedindo a transloca¢do do NF«B para o nticleo (Mendes et al., 2022; Casagrandeet
al., 2023). A inibicdo da ativagdo do NF«kB leva a regulacdo negativa da expressao de iNOS e
COX-2, suprimindo a resposta inflamatdria exacerbada (Khanet al., 2018). Além disso, as
GNPs tém sido relatadas por interagir fisicamente com quimiocinas e citocinas, como por
exemplo, a IL-1p, neutralizando assim a ligagao de IL-1f ao seu receptor de membrana inibindo
a cascata de sinalizacdo pro-inflamatoria, efeito esse ja demonstrado em trabalhos anteriores do
grupo (Haupenthalet al.,2020; Zaccaronet al., 2022).

Em adi¢do, estudos indicam que a FBM atua ao estimular a fun¢do mitocondrial e
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aumentar a produc¢do de ATP, o que promove um ambiente antioxidante e reduz a ativagdo do
inflamossoma NLRP3, levando a uma menor liberacdo de IL-1B, segundo Hamblin (2017).
Esses efeitos combinados ndo apenas reduzem a inflamacgdo local, mas também facilitam a
transicdo para um estado anti-inflamatério e de reparo, favorecendo a polarizagdo para
macrofagos M2 e acelerando o processo de cicatrizagao.

Concomitante a diminuicdo dos niveis de citocinas pré-inflamatérias, observou-se
aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-4 e no fator de crescimento
TGF-B nos grupos tratados com GNPs-Cur e FBM. Essas observagdes estao alinhadas com o
papel crucial das GNPs-Cur na modulag¢do inflamatéria e na indugdo da polarizagdo de
macrofagos para o fendtipo M2. A inibi¢cao do NF-kP pode ter sido um regulador central desta
resposta inflamatoria. Como ja descrito, sua ativacao ¢ frequentemente associada a respostas
inflamatorias cronicas e exageradas, que podem comprometer o processo de cicatrizagdo ao
prolongar a inflamacdo e causar danos teciduais adicionais. Desta forma, a inibicdo de NF-kB
¢, portanto, uma estratégia terapéutica valiosa para mitigar a inflamagao excessiva, facilitando
a transi¢ao para a fase de reparo e regeneracao tecidual. Estudos demonstram que a modulagao
dessa via inflamatdria € crucial para promover um ambiente bioquimico que suporte a
regeneragdo celular (Liu, D., Zhong, Z., &Karin, M. 2022).

Pesquisas ja propuseram que as GNPs tém a capacidade de inibir a via de sinalizag¢ao
NF-kB, reduzindo a expressdo de citocinas pro-inflamatorias enquanto aumentam a producao
de citocinas anti-inflamatoérias e fator de crescimento, como IL-10 e TGF-f. Essa modulacao ¢
essencial para criar um ambiente regenerativo, como evidenciado pelos niveis elevados dessas
citocinas em nossos resultados. O aumento de IL-10 e IL-4 no grupo FP + GNPs-Cur + FBM
confirma a eficacia das GNPs-Cur em promover uma rapida resolucdo inflamatéria. Essas
citocinas anti-inflamatérias desempenham um papel central na supressdo da inflamacao,
facilitando a transi¢do para a fase de reparo. Este ambiente anti-inflamatorio, gerado pela
polarizagdo dos macrofagos para o fenotipo M2, ¢ crucial para evitar complicagdes
inflamatorias cronicas e para acelerar a regeneragdo tecidual (Pérez, S., &Rius-Pérez, S. 2022).

A FBM complementa os efeitos das GNPs-Cur ao estimular diretamente a atividade
celular, promovendo a transi¢do fenotipica dos macrofagos e aumentando a produgao de ATP.
Zaccaronet al., (2024) enfatizam que a FBM, através da estimulacdo das mitocondrias, fornece
energia necessaria para os processos celulares, incluindo a modulagdo inflamatdria. Esse efeito
sinérgico ¢ evidente no aumento de IL-4 e TGF-f, que sdo fundamentais para a formagao de
uma matriz extracelular organizada e funcional.

Adicionalmente, estudos demonstram que as nanoparticulas sdo capazes de reduzir os
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niveis de citocinas pro-inflamatdrias a partir da inibi¢ao de respostas inflamatorias por meio da
troca de fendtipos de macrofagos, mudando-as do fenotipo M1 para o M2, por meio de vias de
sinalizagdo, como STATI1/STAT6 e PPARy. As nanoparticulas foram capazes de atenuar a
fosforilacdo de STAT1 e promover a fosforilagdo de STAT6, indicando que as nanoparticulas
sdo capazes de induzir uma mudanga de fenotipo M1 para M2 mais rapidamente e
consequentemente capaz de liberar mediadores benéficos através do fendtipo de M2, incluindo
IL-10, IL-4 (Miao et al., 2017).

O aumento de TGF- no grupo FP + GNPs-Cur + FBM, refor¢a a capacidade dessas
terapias em promover a deposicdo de colageno e a remodelacdo da matriz. TGF-p ¢ essencial
para a sintese de colageno, uma das principais proteinas estruturais do corpo, essencial para a
integridade e forga da MEC, especialmente durante a cicatrizagdo de feridas. A sintese de
coldgeno ¢ fundamental para a cicatrizagdo de feridas, proporcionando suporte estrutural ao
tecido em regeneragdo. Inicialmente, fibroblastos produzem coldgeno tipo III, formando uma
matriz provisoria que posteriormente ¢ substituida por colageno tipo I, mais resistente (Kularet
al., 2014).

O TGF-B é um regulador chave desse processo, ativando a via Smad para estimular a
expressao dos genes COL1A1 e COL3AI, responsaveis pela producio de colageno (Jeromeet
al., 2023; Sonsoles et al., 2024). Além da via TGF-f/Smad, outras vias de sinalizagdo sdo
criticas na regulacdo do coldgeno, como a via PI3K/AKT, que promove a sobrevivéncia e
proliferacdo de fibroblastos, e a via MAPK/ERK, que responde ao estresse mecanico e fatores
de crescimento, aumentando a producgdo de coldgeno (Gurtneret al., 2008). No presente estudo
os grupos que receberam intervencdes isoladas e combinadas apresentaram aumento na
expressdao genica de COL III. Durante a fase de remodelagdo, a substitui¢do do colageno tipo
IIT pelo tipo I melhora a estabilidade e organiza¢do da matriz extracelular, promovendo uma
cicatrizacdo eficiente e de alta qualidade. Este aumento estd alinhado com os achados
histologicos anteriores, onde uma matriz mais estruturada foi observada nos grupos tratados,
contribuindo para uma cicatrizagdo eficiente e de qualidade.

A transi¢do do colageno tipo III para o colageno tipo I ¢ um processo crucial durante
a fase de remodelagdo tecidual na cicatrizagdo. Inicialmente, o colageno tipo III forma uma
matriz provisoria mais flexivel, que ¢ gradualmente substituida pelo colageno tipo I, mais
resistente e estruturado. Como descrito, esse processo ¢ regulado por TGF-B que ativa a via de
sinalizacdo Smad, promovendo a sintese de colageno tipo I e reduzindo a expressao do colageno
tipo III (Jeromeet al., 2023). As metaloproteinases de matriz (MMPs), como a MMP-1,

desempenham um papel essencial ao degradar o colageno tipo III, facilitando sua substitui¢ao
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pelo tipo I (Gurtneret al., 2008). Além disso, a tensdo mecanica no tecido estimula fibroblastos
e miofibroblastos a sintetizarem coldgeno tipo I, contribuindo para uma matriz extracelular mais
organizada e resistente (Kularet al., 2014).

Em conjunto, pesquisas anteriores destacam a utilizagdo da curcumina para melhorar
a cicatrizacdo de feridas cutdneas por meio do envolvimento na remodelagdo do tecido,
formagdo de tecido de granulagcdo e deposi¢ao de colageno (Akbiket al., 2014). No estudo de
Panchatcharamet al., (2006) foi possivel observar que a curcumina aumentou a proliferacao
celular e a sintese de coldgeno no local da ferida, conforme evidenciado pelo aumento do DNA,
proteina total e conteudo de coldgeno tipo III dos tecidos da ferida. Descobriu-se que as feridas
tratadas com curcumina cicatrizaram muito mais rapido, conforme indicado pelas taxas
melhoradas de epitelizagdo, contracdo da ferida e aumento da resisténcia a tracao, que também
foram confirmadas por exames histopatologicos. Isso acontece devido ao aumento do coldgeno
tipo III que ¢ derivado de fibroblastos locais, esses sdo ativados pelo processo de cicatrizagdo
da ferida. O aparecimento precoce do colageno tipo III estd associado a um aumento precoce
da sintese de colageno podendo funcionar fornecendo estrutura a ferida e suporte para promover
uma contragdo mais eficiente.

Por outro lado, a resposta inflamatdria também esta envolvida na producao de EROs,
sendo evidente que o comportamento das células residentes no tecido epitelial, bem como na
matriz extracelular ¢ influenciado na presenga de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN) (Cerqueniet al., 2021). Diante disso o presente estudo também avaliou se as
intervengdes as Nanocurcuminas, GNPs-Cur ¢ FBM combinados ou isolados sdo capazes de
controlar a producdo desses oxidantes. No entanto, a diferenciagdo celular no processo de reparo
¢ dependente da respiracdo mitocondrial para produ¢do de ATP e assegurar fornecimento de
energia adequado, e esse processo ¢ acompanhado pela formacdo controlada de ERO/ERN
(Zhuet al., 2022).

O resultado de marcador oxidante no palato mostra uma significativa redugdo dos
niveis de nitrito nos grupos tratados com FP + FBM, FP + Nanocurcumina + FBM ¢ FP +
GNPs-Cur + FBM. Os macrofagos M1 sdo responsaveis pela producao de nitrito, fato que
corrobora com a ndo mudanga fenotipica para M2 no grupo experimental FP, sem tratamento.
Por outro lado, os tratamentos atenuaram a expressao de iNOS mediante redugdo dos niveis de
nitrito, especialmente no grupo combinado. Cendrio que permite certificar o controle da
atividade catabolica gerada pela presenga de ERN, como danos teciduais adicionais, e promover
um ambiente mais propicio para a regeneracao (Sui, Y., Tian, R., &Lu, N. 2019).

As GNPs desempenham um papel crucial nesse contexto, interagindo diretamente com
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ERN para neutraliza-los e prevenir o acumulo de nitrito, que poderia levar a danos celulares e
teciduais (Taibet al., 2019). O mecanismo de acdo das GNPs na diminui¢do do nitrito esta
relacionado a sua capacidade antioxidante, que permite neutralizar espécies reativas de oxigénio
(ROS). Conforme descritopor Shcherbakov, V., Denisov, S., &Mostafavi, M. (2023) as
GNPsinteragem diretamente com as EROS, reduzindo sua concentragdo e, assim, limitando a
formacao de nitrito, que poderia causar danos celulares e

teciduais. A fotobiomodulacdo complementa esse efeito ao melhorar a fungdo mitocondrial e
aumentar a produgdo de ATP, o que ajuda a controlar o estresse oxidativo, como destacado por
Hamblin (2017). Dessa forma, o tratamento combinado com GNPs-Cur ¢ FBM modula o
estresse oxidativo, facilitando o processo de cicatrizagdo sem os entraves associados ao excesso
de ERN.

A SOD ¢ uma enzima antioxidante crucial que catalisa a dismutacdo do radical
superdxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, reduzindo os niveis de superéxido
(Calvaniet al., 2022). No presente estudo houve aumento significativo da atividade da SOD nos
grupos FP + GNPs-Cur, FP + FBM e FP + GNPs-Cur + FBM. Essa elevacao da atividade da
SOD destaca a capacidade das terapias combinadas de GNPs-Cur e FBM de fortalecer o sistema
antioxidante endogeno. Além disso, em conjunto ao resultado de aumento significativo na
expressdo de NRF2 no grupo FP + GNPs-Cur + FBM evidencia o efeito antioxidante
potencializado dessa combinagao terapéutica.

Ainda mediante as caracteristicas antioxidantes das GNPs, um estudo de Casagrandeet
al., (2023) mostrou que culturas de macréfagos estimuladas com LPS e tratadas com GNPs,
apresentaram inibicao da producdo de oxido nitrico e supressdo da via NFkB com diminui¢ao
nos niveis de AKT. Além disso, as GNPs podem afetar as ligagdes tiol de keap1, causando uma
mudanga conformacional que permite a liberacdo de NRF2 (fator 2 relacionado ao fator nuclear
eritroide) para posterior transcricdo de genes citoprotetores, contribuindo assim para a
homeostase celular (Mendes et al., 2022). Sabendo que o NRF2 ¢ um regulador mestre das
defesas antioxidantes celulares, quando ativado, transloca-se para o ntcleo e induz a expressao
de genes antioxidantes, como SOD e catalase, fortalecendo a capacidade da célula de combater
o estresse oxidativo (Bardalloet al., 2021). A ativacdo de NRF2 observada em nossos resultados
indica que as GNPs-Cur, em sinergia com a FBM, estimularam esta via de sinalizagdo,
aumentando a expressdo de enzimas protetoras e promovendo um microambiente favoravel
para a cicatrizacdo eficiente do tecido. Esta resposta antioxidante coordenada ndo apenas
protege o tecido contra danos oxidativos, mas também apoia os processos de reparo celular,

contribuindo para uma regeneracdo de alta qualidade.
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No presente estudo, observou-se que as intervencdes de tratamento combinadas com
laser potencializaram o reparo tecidual, esses efeitos foram justificados pelos mecanismos de
fotobiomodulagao, como também podem ser atribuidos em conjunto a terapia fotodindmica.
Isso  porque esta  combinagdo torna as  nanoparticulas  sensibilizadores
nanodimensionadosmediadores e versateis, que foram projetados para permitir as terapias
dindmicas e aumentar a sua eficicia terapéutica, que depende de suas propriedades fisico-
quimicas especificas ou efeitos bioldgicos. A literatura traz em primeiro, que a constru¢ao do
nanocarreador pode aumentar a biodisponibilidade de moléculas organicas convencionais. Em
segundo, alguns nanosensibilizadores sdo caracterizados com propriedades sensibilizantes
intrinsecas para permitir e/ou aumentar a eficiéncia terapéutica de modalidades terapéuticas
dindmicas versateis. Terceiro, os parametros estruturais/composicionais controldveis dos
nanosensibilizadores podem alterar a farmacocinética e os efeitos bioldgicos dos
medicamentos, permitindo os resultados terapéuticos desejaveis. Por ultimo, mas ndo menos
importante, os nanosensibilizadores projetados sdo altamente biocompativeis para garantir suas
traducdes clinicas posteriores (Konopkaet al., 2007; Overchuk et al., 2023; Hu et al., 2021).

A toxicidade das nanoparticulas depende da dose, tamanho, forma e/ou carga de
superficie da molécula, mas em regra, apresentam baixa citotoxicidade e alta capacidade de
interagdo com as cé¢lulas (Silveira et al., 2014). Desta forma, para avaliar a se a presenca de
citotoxicidade o presente estudo realizou analise dos marcadores oxidantes, de dano oxidativo
e antioxidantes, como também a andlise histoldgica no figado, no qual revelou a auséncia de
alteracdes significativas nos niveis de DCF, nitrito, carbonil e sulfidrilas bem como influxo de
células inflamatdrias em figado entre os grupos experimentais, destacando a seguranca dos
tratamentos.

A anélise dos marcadores oxidativos e das enzimas antioxidantes no figado fornece
uma importante perspectiva sobre os efeitos sistémicos dos tratamentos com Nanoparticulas e
FBM. Embora o foco principal de muitos estudos esteja no impacto local desses tratamentos,
especialmente no local da lesdo, ¢ crucial compreender os efeitos que eles podem ter em 6rgdos
vitais como o figado, responsavel pela desintoxica¢do e metabolismo de substancias exdgenas.
A auséncia de alteracdes significativas nos niveis de oxidantes, como o DCF e o nitrito, sugere
que os tratamentos ndo desencadearam um aumento no estresse oxidativo hepatico. Esse ¢ um
achado fundamental, uma vez que terapias baseadas em Nanoparticulas podem, em alguns
casos, causar toxicidade hepatica. Em contraste, outros estudos, mostram que GNPs podem
induzir hepatotoxicidade, aumentando os niveis de enzimas hepaticas, marcadores de estresse

oxidativo e citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6. Nesse sentido, os resultados
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corroboram aos estudos que indicam que, quando usadas em concentragdes terapéuticas
apropriadas, as nanoparticulas ndo induzem toxicidade significativa em tecidos hepaticos
(Ghonimiet al., 2023).

Em resumo, a combinagdo terapéutica de nanoparticulas de ouro ou
nanocurcuminacomfotobiomodulagdo demonstrou efeitos sinérgicos significativos na
cicatrizacdo de feridas palatinas, com maior destaque na combinagao com nanoparticulas de
ouro, promovendo uma resposta anti-inflamatéria eficaz, aumento da atividade antioxidante e
estimulagdo da sintese de coldgeno. Os tratamentos favoreceram a polarizacdo de macrofagos
para o fenotipo M2, elevando os niveis de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) e fatores
de crescimento (TGF-B), essenciais para a deposi¢ao de coldgeno tipo III e possivelmente
remodelagdo do colageno tipo I. Esses achados destacam o potencial dessa abordagem
terapéutica na promoc¢do de uma cicatrizagcdo eficiente e de alta qualidade, minimizando

complicacdes inflamatorias e danos oxidativos.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que as terapias propostas como as GNPs-
Cur, sintetizadas de forma verde a partir de extrato vegetal de curcumina, combinadas com
FBM favoreceram o processo de reparo tecidual na mucosa oral palatina.

Os achados sugerem uma opgao mais eficaz do que os tratamentos padrdes utilizados
na pratica clinica. Indicando que as terapias como as GNPs-Cur ¢ FBM de forma isolada e
combinada podem estimular uma variedade de processos celulares e moleculares que auxiliam
no microambiente da ferida por meio da reducdo de citocinas pro-inflamatdrias, aumento de
citocinas anti-inflamatoérias, antioxidantes, aumento da expressdo de coldgeno e aumento da
area de contracdo da ferida. Além disso, a combinag¢ao terapéutica das GNPs-Cur e FBM através
da fotodindmica também demonstrou potencial terapéutico.

Embora os resultados deste estudo apontem para efeitos benéficos da combinagdo de
nanoparticulas de ouro biossintetizadas com curcumina (GNPs-Cur) e fotobiomodulacao
(FBM) na cicatrizacdo de feridas palatinas em ratos, uma limitagdo importante ¢ a utilizagao
exclusiva de um modelo animal. As diferengas fisioldgicas e imunologicas entre roedores e
seres humanos podem impactar significativamente a translagao dos resultados para aplicacdes
clinicas em pacientes humanos. Além disso, o tempo de acompanhamento foi restrito ao periodo
inicial de cicatrizac¢do (5 dias de tratamento), ndo permitindo avaliar os efeitos a longo prazo
ou possiveis reagdes adversas decorrentes do uso continuo dessas terapias. Estudos adicionais,
incluindo modelos clinicos e um acompanhamento prolongado, sdo necessarios para validar a

seguranca e eficdcia do tratamento em contextos mais amplos.
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