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RESUMO

Introducfo: As lesdes musculares por impacto desencadeiam um processo inflamatdrio que
pode comprometer o reparo tecidual, tornando necessdria a investigacdo de estratégias
terapéuticas que favoregam a regeneracdo muscular. Nesse contexto, o uso de compostos
bioativos com propriedades anti-inflamatorias, associados a recursos fisioterapéuticos capazes de
potencializar sua permeagdo tecidual, tem se mostrado promissor. Objetivos: Avaliar o potencial
anti-inflamatorio e o reparo da lesdo muscular por meio da fonoforese da nanoemulsdo do extrato
de Cannabis sativa L. (NECS), incorporada em gel, associada ao tratamento oral com o 6leo de
Bixa orellana L. (Chronic®), em modelo experimental de ratos Wistar. Material e Métodos: Foi
realizada andlise quimica por cromatografia gasosa (CG-MS) do extrato de Cannabis sativa L. e
do 6leo de Bixa orellana L. (Chronic®), obtencdo e avaliagdo da NECS com tamanho da
particula de 104.0£1.3, indice de polidispersdao de 0.34+0.03 e o potencial zeta de 4.48+0.29
(30° dia), sendo posteriormente incorporada em gel Carbopol®. Para a realizacdo experimental
da lesdo muscular traumatica no musculo gastrocnémio direito, utilizou-se 30 ratos Wistar
divididos em 7 grupos experimentais, grupos, 1- NOR sem inducdo da lesdo e tratamento, e os
demais com inducao da lesdo, sendo, 2- NTD sem tratamento, 3- UST tratado com UST, 4- DEX
(0,5 mg/kg), 5- NANO (20 mg/kg), 6- NANO+CHR (Nanogel de 20 mg/kg + Chronic de 250
mg/kg), 7- CBD (gel de CBD de 40 mg/kg), seguido do ensaio bioquimico e histopatologico.
Resultados: Os grupos tratados com fonoforese da NECS apresentaram melhora significativa
dos parametros avaliados apds os 6 dias de tratamento, especialmente quando associada ao
Chronic®, evidenciada pela reducdo significativa da creatina quinase (=200 U/L) e da proteina
C-reativa (p < 0,001). A andlise histologica demonstrou predominio de fibras musculares
preservadas, indicativas de regeneragdo tecidual, e discreto infiltrado leucocitario nos grupos
tratados. Conclusao: Portanto, o modelo terapéutico e administracdo da nanoemulsdo do extrato
de Cannabis sativa L. e associagdo ao Chronic® tém resultados promissores para o uso futuro,
uma vez que os achados bioquimicos e histopatologicos indicam que a associag¢do terapéutica
potencializa a regenera¢do do tecido muscular, uma estratégia promissora para o tratamento de
lesdes musculares.

Palavras-chave: Nanoemulsdo. Lesdao muscular. Cannabis sativa L.



ABSTRACT

Introduction: Muscle injuries caused by impact trigger an inflammatory process that may
impair tissue repair, making it necessary to investigate therapeutic strategies that promote muscle
regeneration. In this context, the use of bioactive compounds with anti-inflammatory properties,
associated with physiotherapeutic resources capable of enhancing tissue permeation, has shown
promising results. Objectives: To evaluate the anti-inflammatory potential and muscle repair
through phonophoresis of a nanoemulsion of Cannabis sativa L. extract (NECS), incorporated
into a gel formulation, associated with oral treatment using Bixa orellana L. oil (Chronic®), in
an experimental model using Wistar rats. Materials and Methods: Chemical analysis was
performed by gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) of the Cannabis sativa L.
extract and Bixa orellana L. oil (Chronic®). The NECS was obtained and characterized,
presenting a particle size of 104.0 = 1.3 nm, a polydispersity index of 0.34 + 0.03, and a zeta
potential of 4.48 £ 0.29 mV (30th day), followed by incorporation into a Carbopol® gel. For the
experimental induction of traumatic muscle injury in the right gastrocnemius muscle, 30 Wistar
rats were divided into seven experimental groups: (1) NOR, without injury induction or
treatment; and the remaining groups with injury induction: (2) NTD, no treatment; (3) UST,
treated with therapeutic ultrasound; (4) DEX (0.5 mg/kg); (5) NANO (20 mg/kg); (6)
NANO-+CHR (nanogel at 20 mg/kg plus Chronic® at 250 mg/kg); and (7) CBD (CBD gel at 40
mg/kg). Biochemical and histopathological analyses were subsequently performed. Results: The
groups treated with NECS phonophoresis showed significant improvement in the evaluated
parameters after six days of treatment, particularly when associated with Chronic®, as evidenced
by a significant reduction in creatine kinase levels (=200 U/L) and C-reactive protein (p <
0.001). Histological analysis revealed a predominance of preserved muscle fibers, indicative of
tissue regeneration, along with a mild leukocyte infiltrate in the treated groups. Conclusion:
Therefore, the therapeutic model involving the administration of Cannabis sativa L.
nanoemulsion associated with Chronic® demonstrated promising results for future applications,
since biochemical and histopathological findings indicate that this therapeutic association
enhances muscle tissue regeneration, representing a promising strategy for the treatment of
muscle injuries.

Keywords: Nanoemulsion; Muscle injury; Cannabis sativa L.
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1 INTRODUCAO

As lesdes musculares sdo ocorréncias comuns causadas por contusdes, tor¢des ou
laceragdes. Quando se trata de contusdo, ¢ causada por um trauma direto que provoca dor,
inchago e rigidez na regido. Dessa maneira, as alteragdes biolodgicas que ocorrem na
musculatura ap6s uma lesdo seguem, de modo geral, um padrdo semelhante, independente do
tipo de lesdo sofrida. Estas alteragdes podem ser divididas em trés etapas: destruicao, reparo e
remodelamento (Forcina et al., 2020).

Nas ultimas décadas houve maior atengcdo com respeito a diversos tipos de tratamento
para lesdes musculares como o uso de recursos fisioterapéuticos, como manipulagdes, programas
de fortalecimento e recursos da Eletrotermoterapia, dentre estes, o Ultrassom Terapéutico (UST),
como recurso nao-invasivo, utilizado em tratamentos de lesdo muscular, para manter trofismo e
funcdo muscular. O UST pode ser indicado nas fases aguda e crénica do processo
inflamatorio. Os efeitos sdo dependentes de muitos fatores, tais como tempo de exposicao,
intensidade, a estrutura espacial e temporal do campo ultrassonico e o estado fisiologico do local
a ser tratado (Bruning et al, 2016).

A fonoforese ¢ o transporte de farmacos por meio da pele utilizando ondas sonoras
produzidas por ultrassom: combinando a terapia de ultrassom com a terapia tdpica para a
obtencdo de doses terapéuticas. O uso da fonoforese permite aumento da permeabilidade da
membrana celular, diminuindo a resisténcia cutdnea e o aumento do fluxo sanguineo, o que
possibilita maior penetracdo dos agentes farmacolodgicos facilitando a sua absor¢do (Horténcio,
2024).

A nanoemulsdo consiste na criagdo de emulsdes com particulas em escala nanométrica,
entre 20nm-250nm, com maior estabilidade e minimiza a tendéncia a separacao de fases. Dessa
forma, os beneficios sdo a melhoria da absor¢ao de principios ativos, biodisponibilidade e
aumento da eficacia (Thanuku et al, 2024; Souto et al, 2022)

Assim, entre as diversas plantas medicinais em uso para compostos de medicamentos, a
Cannabis sativa L. de um género monotipico pertencente a familia Cannabaceae, popularmente
conhecida como ‘“Maconha”, “Canhamo” e “Hemp” possui mais de 100 fitocanabinoides

diferentes, no qual, destaca-se o Canabidiol (CBD) com teor que pode chegar até¢ 40% e ndo



apresenta efeito psicoativo. Estudos prévios vém comprovando o significativo efeito
anti-inflamatorio, anticonvulsivante, anti-espasmddico, ansiolitico e analgésico (Albuquerque et
al, 2025).

O Chronic® ¢ um nutracéutico desenvolvido a partir do extrato oleoso da Bixa orellana
L., planta nativa do Brasil popularmente conhecida como “Urucum” ou “Anato”. Possui alta
biodisponibilidade garantida pela tecnologia Evolve ® , que consiste em um sistema revestido
que disponibiliza os compostos oleosos em sua forma solida, garantindo a prote¢ao dos acidos
graxos insaturados, a preservacao dos fitoativos € o aumento da absor¢cao. Em sua formulagao
contém o Geranilgeraniol e o Delta-tocotrienol que contribuem como agentes anti-inflamatorios,
antioxidante e regenerativo (Batista et al, 2022; Santos et al, 2024).

Portanto, ha a necessidade do estudo da associagdo do nutracéutico Chronic® a
fonoforese do nanogel contendo extrato de Cannabis sativa L., considerando o potencial
sinérgico dessa combinagao terapéutica. O Chronic® apresenta propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes que podem atuar sistemicamente na modulagdo da resposta inflamatdria, enquanto
a fonoforese favorece a permeacgdo dérmica do nanogel, possibilitando maior biodisponibilidade
local dos compostos bioativos da Cannabis sativa L. Dessa forma, a combinagdo dessas
abordagens tem como objetivo avaliar o processo de reparo da lesdo muscular por impacto, no

musculo gastrocnémio de ratos Wistar.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do nutracéutico Chronic® associado a fonoforese do nanogel contendo

extrato de Cannabis sativa L. no reparo de lesao muscular esquelética em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a composicao quimica do extrato de Cannabis sativa L;

Avaliar a composi¢ao quimica do 6leo de Bixa orellana L. (Chronic®);

Realizar preparo, caracterizacdo e estabilidade da nanoemulsdo do extrato de Cannabis
sativa L.;

Preparar um nanogel para a aplicagdo associado a fonoforese a partir do extrato de
Cannabis sativa L.;

Avaliar a resposta do nutracéutico Chronic® associado a fonoforese do nanogel contendo
extrato de Cannabis sativa L. sobre a lesdo muscular esquelética induzida por impacto
mecanico em ratos Wistar;

Quantificar a presenca de marcadores bioquimicos de lesdo muscular no plasma
sanguineo;

Realizar anélise histopatoldgica do musculo gastrocnémio direito.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas na preparagdo de remédios, seja por
meio de praticas tradicionais ou com embasamento cientifico. O uso de medicamentos derivados
de plantas na medicina moderna teve origem nas praticas de cura indigena e no conhecimento
popular, presentes em sistemas tradicionais de medicina. Ja no final do século V a.C., Hipocrates
mencionava entre 300 e 400 plantas com propriedades medicinais. Posteriormente, no primeiro
século d.C., Dioscorides elaborou a obra De Matéria Médica, considerada um marco inicial das
farmacopeias modernas por catalogar diversas espécies vegetais com fins terapéuticos (Hotwani,
2014).

No entanto, com o avan¢o da ciéncia no século XIX, o empirismo da alquimia foi
substituido pela quimica experimental. Essa transformacao possibilitou a sintese laboratorial de
substancias organicas, sendo um dos fatores determinantes para a Revolucdo Industrial ¢ o
avango tecnoldgico. Com o desenvolvimento de derivados mais puros e concentrados de
compostos vegetais, a medicina passou a priorizar o uso de drogas sintéticas, marginalizando a
fitoterapia, apesar de seu valor terapéutico (Latift et al, 2025; Silva, 2005).

A consolidagdo da medicina cientifica contribuiu significativamente para o aumento da
expectativa de vida humana, principalmente pela aplicagdo de principios cientificos nas praticas
de satde, o que possibilitou o desenvolvimento de terapéuticas que elevaram a qualidade de vida.
Nesse contexto, o paradigma cartesiano passou a dominar a compreensdo do processo
saude-doenga (Franca, 2008). Ainda assim, ¢ importante destacar que, atualmente, cerca de 25%
de todas as prescrigdes médicas incluem substancias de origem vegetal ou analogos sintéticos
inspirados em compostos naturais. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 80% da populagdo mundial, especialmente nos paises em desenvolvimento,
ainda depende de medicamentos derivados de plantas para seus cuidados de satde.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) regulamentou os
fitoterapicos como medicamentos convencionais, exigindo comprovagao de qualidade, seguranga
e eficacia. Essa regulamentacdo baseia-se em levantamentos etnofarmacolégicos, além de
documentacdo técnico-cientifica, estudos farmacologicos e toxicologicos, tanto pré-clinicos

quanto clinicos (Brasil, 2010).



Para a sele¢do de espécies vegetais com potencial terapéutico, podem ser considerados
trés critérios principais: (i) a escolha aleatoria de espécies disponiveis na regido; (ii) a selecao
baseada em determinada classe quimica dentro de um género ou familia vegetal; e (iii) a escolha
fundamentada em informacgdes fornecidas pela populagdo, com base em seu uso tradicional e
evidéncias terapéuticas. E essencial ressaltar que uma planta s6 pode ser considerada medicinal
se utilizada de forma correta, pois o uso inadequado pode levar a intoxicagdo e provocar diversos

efeitos colaterais (Carneiro et al., 2015).

3.2 A ESPECIE Cannabis sativa L.
3.2.1 Histdria, Aspectos botanicos e quimicos da Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L., popularmente conhecida como maconha, cAnhamo ou hemp, ¢ uma
das plantas mais antigas utilizadas pelo ser humano, com registros de cultivo ha mais de 12 mil
anos na Asia Central. Posteriormente, seu uso se expandiu para a China, onde foi mencionada na
Farmacopeia por volta de 2.700 a.C., e, em seguida, para outras regides da Asia, Egito ¢ Europa
Ocidental (Borille et al., 2017).

Pertencente a familia Cannabaceae, a planta ¢ considerada monotipica, embora o género
inclua trés espécies descritas: Cannabis sativa, Cannabis indica e Cannabis ruderalis. No
entanto, devido a hibridizacao e a fluidez de seus limites taxondmicos, muitos autores defendem
o reconhecimento de apenas uma espécie, a C. sativa (Schilling et al., 2020). Uma caracteristica
marcante do género ¢ a presenca de metabolitos secundarios denominados fitocanabinoides,
compostos produzidos principalmente nos tricomas das inflorescéncias femininas. Mais de 100
fitocanabinoides ja foram identificados, entre eles o A’ tetrahidrocanabinol (THC) e o
cannabidiol (CBD) (Schilling et al., 2020).

Do ponto de vista botanico, a planta apresenta rapido crescimento a partir da germinagao
de pequenas sementes, sendo considerada uma herbacea anual. A produgao de resina ativa ocorre
principalmente nas plantas fémeas, embora ambos os sexos possuam canabindides em diferentes
proporcdes. Estima-se que a C. sativa contenha cerca de 400 substancias quimicas distintas
(Souza da Silva et al., 2018).

A biossintese dos canabinoides inicia-se com a formacdo do acido canabigerdlico
(CBGA), precursor dos principais derivados, como o &cido canabidiolico (CBDA), o 4cido

canabicroménico (CBCA) e o acido A°-tetrahidrocanabinélico (A°-THCA). A partir de processos



de isomerizac¢do, oxidag¢do e aquecimento, esses compostos originam canabindides neutros, entre
os quais se destacam o CBD, o A’-THC, o A*-THC, o canabinol (CBN) e o canabicromeno
(CBC) (Andr¢ et al., 2016; Pellati et al., 2018).

O sistema endocanabindéide humano ¢ composto por receptores especificos distribuidos
em diferentes tecidos. Os receptores CB1 estdo presentes principalmente no sistema nervoso
central, incluindo hipocampo, ganglios da base, amigdala, cortex, cerebelo e tronco encefélico,
além de estruturas periféricas, como figado, trato gastrointestinal, tecido adiposo e células
imunes. J4 os receptores CB2 concentram-se sobretudo em células do sistema imunologico e em
regides do sistema nervoso periférico (Jourdan et al., 2010; Piomelli; Sasso, 2014; Oriola, 2024).

O THC ¢ o canabinoide mais conhecido, responsavel pelos efeitos psicotropicos da
planta. A diferenca entre maconha e canhamo estd relacionada ao teor de THC: plantas com
concentragdes superiores a 0,3% de THC na flor seca sdo classificadas como maconha, enquanto
aquelas com niveis inferiores a esse limite (variante que pode oscilar entre 0,2% e 1% conforme

a legislacdo) sdo consideradas canhamo (Schilling et al., 2020).
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Figura 1 - Molécula do Trans-A-9-tetrahidrocanabinol (D9-THC). Um canabindide de formula C21H3002. Fonte:
(Carvalho, 2021).

Entre os canabinoides de maior relevancia terapéutica destaca-se o CBD, que
corresponde ao segundo composto mais abundante da planta, especialmente no canhamo
destinado a producdo de fibras. Diferentemente do THC, o CBD ndo apresenta efeitos
psicoativos e possui baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2. Estudos demonstram que atua
como agonista inverso do CB2, conferindo propriedades anti-inflamatorias, além de potencializar
o perfil de seguranca do THC ao reduzir seus efeitos colaterais (Hale et al., 2018; Pisanti, 2017).
O CBD ainda apresenta propriedades anti-inflamatorias, anticonvulsivantes, ansioliticas,

anti-espasmodicas e analgésicas (Carvalho, 2021; Marinho, 2023).



A atividade analgésica dos canabinodides tém recebido especial atengdo cientifica. A
modificacdo estrutural de suas moléculas levou ao desenvolvimento de compostos com poténcia
analgésica significativamente superior a da morfina, chegando a ser at¢ 6.000 vezes mais
eficazes em alguns ensaios (Hondrio, 2006). Além disso, pesquisas indicam que os canabinoides
modulam a sintese de citocinas € quimiocinas pro-inflamatorias, sugerindo potencial aplicacao

no tratamento de doencas relacionadas a processos inflamatorios (Oriola, 2024).

HZC# HO

CH,
HsC

Figura 2 - Molécula de Canabidiol (CBD). Formula C21H30021. E um dos canabinoides de maior teor na C. sativa,
pode chegar até 40 %. Nao apresenta efeito psicoativo. O CBD mostra efeitos anti-inflamatdrios, anticonvulsivantes,

anti-espasmodicos, ansioliticos. Fonte: (Carvalho, 2021).

CB1

Redugdo de ROS e efeito anti-
/ inflamatirio
. Redw;au ROS & (TNE-a)
™ Adenosina

Efeito anti-inflamatario

Receptores PPARy

Efeito anti-inflamatdrio e anti-oxidante

Figura 3 - Receptores que possuem acao na regeneracdo tecidual. Fonte: Autor



3.3 A ESPECIE Bixa orellana L. (CHRONIC®)

O Chronic ¢ um nutracéutico desenvolvido a partir do extrato oleoso da Bixa orellana L.,
planta nativa do Brasil popularmente conhecida como “Urucum” ou “Anato”. Possui alta
biodisponibilidade garantida pela tecnologia Evolve®™ que consiste em um sistema revestido que
disponibiliza os compostos oleosos em sua forma sélida, garantindo a prote¢ao dos acidos graxos
insaturados, a preservacao dos fitoativos e o aumento da absor¢ao. O 6leo das sementes de Bixa
orellana L. possui diversos compostos fendlicos, de importdncia para a satde humana,
relacionados a fungdes biologicas, como reducdo do risco de doengas inflamatorias,
degenerativas e cardiovasculares. O 6leo de semente também ¢ uma importante fonte natural de
y-tocotriendis e geranilgeraniol, compostos antioxidantes, anticancerigenos e frequentemente

associados (Pereira, 2021; Batista, 2022)
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Figura 4 - A¢do do nutracéutico Chronic® no sistema muscular. Fonte: Autor.

Sendo assim, tanto os tocotriendis quanto o geranilgeraniol sdo objetos de pesquisa
devido as suas atividades bioldgicas, incluindo efeito anti-inflamatério (Medvedev et al., 2018;
Mccully et al., 2020).

Para entender melhor, o tocotrienol pode ser dividido em 4 isomeros (alfa, beta, gama e
delta) com base na posicao da cadeia lateral metil no anel cromanol. Beta e gama-tocotriendis
sdo isOmeros estruturais e possuem o mesmo numero de grupos metil no anel cromanol.

Alfa-tocotrienol tem um grupo metil adicional, enquanto deltatocotrienol tem um grupo metil a



menos no anel cromanol em comparagdo com beta e gama-tocotrieno consistindo de um anel
cromanol e uma longa cauda de carbono a cauda de carbono do tocotrienol contém trés ligagdes
duplas (uma cauda de farnesil insaturada). Essa variagdo estrutural é responsavel, em parte, por
diferencas na atividade antioxidante e funcional entre os diferentes tipos de tocotriendis, bem
como pela sua capacidade de interagdo com membranas celulares e participagdo em processos
fisioldgicos diversos. Estudos recentes destacam que essas caracteristicas estruturais contribuem
para o potencial terapéutico diferenciado dos tocotriendis dentro da familia da vitamina E

(Anand et al, 2010; Patel et al., 2024).

Tocotrienol

Figura 5 - Molécula de Delta-tocotrienol. Fonte: (Batista et al, 2022)

O geranilgeraniol (GGOH), um composto isoprenoide, ¢ o principal constituinte oleoso
das sementes de urucum (constituindo 1% das sementes secas) e extratos de corante alimentar de
urucum (Chin et al., 2022). Biologicamente, 0 GGOH ¢ considerado um composto essencial para
o crescimento/proliferagdo celular, diferenciacdo e fusdo vesicular e desempenha um papel na
regulagdo da apoptose e sobrevivéncia celular em plantas e animais (Ho et al., 2018). Dessa
forma, cada vez mais ha estudos com foco nessas moléculas para avaliagdo de atividade
anti-inflamatoria, especificamente, na remodelacdo Ossea, reparacdo muscular e preservagdo

articular agravadas no processo do envelhecimento (Ho et al., 2018).



Geranilgeraniol
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Figura 6 - Molécula de Geranilgeraniol. Fonte: (Batista et al, 2022)

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS

Os alimentos funcionais, assim como qualquer alimento, contém nutrientes ou “nao
nutrientes” em sua composi¢ao que possuem a capacidade de atuar no metabolismo humano,
promovendo beneficios a saude e a prevengao de doengas cronicas. Além das fungdes basicas,
quando consumidos como parte da dieta usual, produzem efeitos metabolicos e/ou fisiologicos a
saude. No Brasil, estes sdo regulamentados pela ANVISA e devem ser seguros para serem
consumidos sem a supervisao e/ou a recomendacao médica (Safraid, 2022).

Em contraposicdo, os alimentos nutracéuticos promovem beneficios a satide com
potencial terapéutico e preventivo em diversas doencas. Esses produtos podem ser formulados a
partir de suplementos dietéticos, nutrientes isolados, compostos bioativos de origem vegetal e
alimentos funcionais, sendo disponibilizados na forma de bebidas, sopas, cereais ou capsulas (Da
Cruz et al., 2022).

Considerando que aos alimentos funcionais sdo atribuidos a fun¢do de prevenir doengas e
reduzir fatores de risco, os nutracéuticos passam a desempenhar um papel tanto preventivo
quanto terapéutico. Dessa forma, os nutrac€uticos abrangem suplementos dietéticos e outras
formas de produtos alimentares, enquanto os alimentos funcionais sao apresentados na forma de

alimentos convencionais inseridos na dieta habitual (Da Silva Camilo et al., 2024).

3.5 0 USO DO ULTRASSOM TERAPEUTICO
A partir da década de 1970 houve maior atengdo com respeito ao uso de recursos
fisioterapéuticos, como manipulagdes, programas de fortalecimento e recursos da

Eletrotermoterapia, dentre as modalidades, o Ultrassom Terapéutico (UST) que ¢ utilizado, ha



mais de 60 anos, em tratamentos de lesdo muscular e para manter trofismo e fungdo muscular
(Bruning et al, 2016).

O ultrassom terapéutico (US) é uma modalidade de energia sonora caracterizada por
ondas mecanicas de alta frequéncia (>20 kHz) que se propagam longitudinalmente através de
meios elasticos. Ao ser transmitido aos tecidos biologicos, o US gera vibragdes moleculares que
resultam em alteracdes celulares mediadas por efeitos térmicos e mecanicos, incluindo
micromassagem, cavitagcdo e estimulagdo da resposta celular, promovendo mudangas fisiologicas
relevantes para a reparacao tecidual e modulagdo da dor. A propagacdo dessas ondas exige um
meio com propriedades elasticas, no qual a energia ¢ transmitida por compressoes e rarefagdes
sucessivas das moléculas do tecido, possibilitando a conversdo da energia sonora em efeitos
bioldgicos (tais como aumento da circulagdo sanguinea, alteragdo da permeabilidade da
membrana celular e ativagdo de processos de cicatrizagdo) (Martines et al., 2000; Martins et al.,

2022).

Com isso, a energia sonora terap€utica ¢ gerada por um transdutor que transforma a
energia inicial elétrica em energia mecanica. Antes que o UST possa ser aplicado, o aparelho
deve ser ajustado e a saida de energia estabelecida. O contato entre o transdutor e a pele deve ser

adequado para que ndo haja perda de ondas (Muller et al., 2022).

Em relagdo aos parametros, a frequéncia do transdutor pode ser de 3MHz, sendo
esta mais superficial, com profundidade de 1 a 2 cm, ou de 1MHz que atinge tecidos mais
profundos de 3 a 5cm. A intensidade pode variar entre 0,1 e 0,3 W/cm, e, recentemente,
alguns equipamentos foram projetados para apresentar limites de intensidade mais
compativeis com a pratica clinica, que variam de 0,1 a 2,0 W/cm uma vez que raramente
utilizam-se doses superiores a 2,0 W/em. O UST pode ser indicado nas fases aguda e
cronica do processo inflamatorio. Os efeitos sdo dependentes de muitos fatores, tais como
tempo de exposi¢do, intensidade, a estrutura espacial e temporal do campo ultrassonico ¢ o
estado fisioldgico do local a ser tratado (Farcic, 2012). Sendo comprovado na literatura que o
UST promove reparo de fraturas, cicatrizacao de feridas, melhora a extensibilidade muscular e a

forga muscular (Da Silva et al., 2022).

Usualmente ¢ aplicado, na forma pulsada, 24 horas apds a lesdo muscular, podendo levar

ao aumento da sintese de proteinas contrateis, derivadas das células satélites das miofibrilas,



estimular o realinhamento das fibras de coldgeno, favorecer a formacdo de novas fibras

musculares e reduzir a area da lesdao (Bruning, R, M, C et al., 2016).
3.6 FONOFORESE

A fonoforese ¢ uma técnica fisioterapéutica ndo invasiva que utiliza o ultrassom
terapéutico para ampliar a permeabilidade da pele e facilitar a administra¢do transdérmica de
farmacos. Considerando seus efeitos térmicos, atérmicos e de administragdo farmacologica,

existem diversos distirbios e patologias que podem ser tratados com o US (Zhang et al., 2022).

Nesse contexto, a fonoforese insere-se no conjunto dos novos sistemas de liberagdo de
farmacos, cujos mecanismos podem ser classificados em fisicos e bioquimicos. Os mecanismos
fisicos sdo também designados sistemas de liberagdao controlada de farmacos, incluindo osmose,
difusdo, erosdo, dissolugdo e eletrotransporte. Os sistemas bioquimicos incluem anticorpos
monoclonais, terapia génica, sistemas de vetorizagdo, polimeros sequestradores de

farmacos, microemulsdes e lipossomas (Cavalcante et al., 2019).

A facilitagdo de permeagdo do farmaco na barreira cutdnea por meio da fonoforese €
resultante do aumento da permeabilidade da membrana celular pela vibragao mecanica das ondas
do ultrassom, conhecida como cavitagao, desorganizando o extrato corneo pela desnaturagao da
queratina e remog¢do de células mortas da pele diminuindo a resisténcia cutanea e possibilita a
penetracdo do produto fitoterapico, independente da polaridade deste, visto que o efeito ¢

mecanico e nao i6nico (Borges, 2006; Zhou, 2015).
3.7 NANOEMULSAO

As nanoformulacdes sdao sistemas inovadores de entrega de fArmacos com tamanho que
varia entre 10 e 1000 nm, nos quais o farmaco pode ser dissolvido, encapsulado ou ligado a um
transportador, com o objetivo de melhorar a distribui¢do sistémica, atingir o local de agdo
desejado e liberar a carga ativa de forma controlada, possibilitando o uso de doses menores para
alcancar efeitos terapéuticos mais eficazes e com menor toxicidade sist€émica. Essa abordagem
representa um avango em relagdo as formulagdes convencionais, pois a manipulacdo em escala
nanométrica permite superar barreiras fisiolégicas e otimizar a farmacocinética dos

medicamentos (Jaison et al., 2016; Zhang et al., 2023).



Dentre os sistemas nanoestruturados, as micelas poliméricas se destacam com tamanho
tipicamente entre 10 e 100nm, compostas por um nticleo hidrofobico e uma casca hidrofilica que
se auto-organizam em solugdo aquosa. Essa estrutura permite que farmacos hidrofobicos sejam
eficientemente encapsulados no nucleo, enquanto a casca hidrofilica confere estabilidade ao
sistema e prolonga sua circulagdo no organismo, favorecendo a passagem por barreiras
bioldgicas e reduzindo a eliminagdo precoce. Por essas caracteristicas, as micelas representam
um exemplo especifico de nanoformulagdo que ndo s6 protege o farmaco contra degradacao
prematura, como também favorece sua entrega direcionada aos tecidos alvo (Wu et al, 2012).

Consequentemente, destacam-se as nanoemulsdes, uma classe de nanoformulagdes
compostas por emulsdes de tamanho de 20 a 250nm, caracterizadas por alta estabilidade
fisico-quimica e baixa tendéncia a sedimentagdo. As propriedades que compdem as emulsdes
sdo essenciais e apresentam um papel fundamental no desempenho de medicamentos na industria
farmacéutica, uma vez que fatores como transparéncia Optica, estabilidade, tamanho de particula
e biodisponibilidade influenciam diretamente a eficiéncia da formulagao, favorecendo o aumento

do potencial terapéutico (Chatzidaki et al., 2025).

Segundo Ferreira (2017), as nanoemulsdes apresentam uma grande vantagem no
aumento da disponibilidade de substancias lipofilicas ativas e a encapsulacao aumenta a protecao
dos bioativos que estao encapsulados, evitando a oxidacgao e a volatilizagao destes compostos. As
nanoemulsdes também estdo sendo estudadas para aprimorar aspectos como a solubilidade e
estabilidade de medicamentos, pois agem como transportadoras de agentes ativos (Rizg et al,

2021).
3.8 INFLAMACAO

A inflamacgao ¢ um componente complexo e necessario da resposta a estimulos biologicos
quimicos ou fisicos e os eventos celulares e moleculares que iniciam e regulam as interagdes
entre os varios participantes do processo inflamatério continuam sendo uma fonte de
investigagcdes continua. No nivel do tecido, a inflamacdo ¢ caracterizada por vermelhidao,
inchago, calor, dor e perda da funcao do tecido, que resultam de respostas locais de células
imunes, vasculares e inflamatorias a infec¢ao ou lesdo (Takeuche, 2010). Além disso, envolve
importantes alteracdes microcirculatérias, incluindo aumento da permeabilidade vascular,

recrutamento e extravasamento de leucocitos, também a liberacdo de mediadores inflamatorios,



os quais regulam a magnitude e a duragdo da resposta inflamatoria (Medzhitov, 2021; Chen et

al., 2022).

As vias gerais da resposta inflamatoria consistem em indutores, sensores ¢ mediadores.
Os indutores podem ser organismos infecciosos ou estimulos ndo infecciosos, como toxinas,
corpos, sinais de células necroéticas e tecidos danificados. Sensores sao moléculas especializadas
que sdo ativadas pelos indutores, que desencadeiam a produgdo de mediadores. Os mediadores
sdo substancias quimicas enddgenas que podem induzir a inflamagdo e reparo tecidual, e pode
ativar os efetores, tecidos e células. A conjugagdo destes multiplos jogadores d4 origem a vias
alternativas no processo inflamatdrio e qual caminho ¢ tomado depende da incitagdo (Varela et

al, 2018).

Estimulos inflamatorios ativam vias de sinaliza¢do intracelular que entdo ativam a
producdo de mediadores inflamatorios. Estimulos inflamatorios primérios, incluindo produtos
microbianos e citocinas como interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral-o (TNF-a), mediam a inflamacao por meio da interacdo com os TLRs, receptor de IL-1
(IL-1R), receptor de IL-6 (IL-6R) e receptor de TNF (TNFR). A ativacdio do receptor
desencadeia importantes vias de sinalizag@o intracelular, incluindo a proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), fator nuclear kappa-B (NF-kB) e vias de transdutor de sinal e ativador de
transcricdo (STAT) da Janus quinase (JAK) (Chen et al., 2017).

3.8.1 Inflamacao ¢ lesao muscular

O tecido muscular esquelético ¢ o mais frequentemente acometido em traumas
musculoesqueléticos, sendo eles em contusdes, tor¢des ou laceracdes. Adicionalmente, a maior
incidéncia de lesdes musculares em humanos ¢ decorrente, principalmente, de contusdes
produzidas por mecanismo de impacto. A contusdo muscular geralmente ¢ causada por um
trauma direto que provoca dor, inchaco e rigidez na regido. Nesse contexto, destaca-se o
musculo gastrocnémio, que, por ser intensamente solicitado em atividades fisicas de alto impacto
e apresentar elevado risco de lesdes e rupturas, tem sido amplamente investigado. Em humanos,
os musculos gastrocnémio e séleo contribuem entre 22% e 35,8% do impulso total necessario
para a execucao do salto vertical, o que justifica sua maior suscetibilidade a lesdes decorrentes de

sobrecarga mecanica (Sant’anna et al., 2022).



Por consequéncia, a lesdo muscular ¢ caracterizada por uma série de fatores, incluindo
desorganizacdo das miofibrilas, ruptura de mitocondria e reticulo sarcoplasmatico, interrupc¢ao da
continuidade do sarcolema, autodigestdo e necrose celular, além de disfun¢do microvascular

progressiva e inflamacao local (Vasconcelos, 2011).

O dano muscular provoca uma resposta inflamatéria aguda e estd associado a um
aumento nas concentragdes de creatina quinase (CK) no sangue, além de causar dor muscular de
inicio tardio, diminui¢do na amplitude de movimento e redu¢do no desempenho muscular e

recrutamento de citocinas pro-inflamatorias ( Tsuchia, 2021).

Nesse sentido, as alteracdes biologicas que ocorrem na musculatura apds uma lesdao
seguem sempre um mesmo padrao, independentemente do tipo de lesdo. Estas alteragdes podem
ser didaticamente divididas em trés etapas: destrui¢do, reparo e remodelamento. A fase de
destruicdo ¢ caracterizada pela ruptura das miofibrilas e necrose de fibras musculares, seguida de
extravasamento sanguineo, juntamente com uma intensa resposta inflamatéria mediada por
células como neutrofilos e macrofagos. Na fase de reparo, células satélites musculares sao
ativadas e proliferam, contribuindo para a regeneragdo das fibras lesionadas, enquanto ocorre
revasculariza¢do e deposi¢do de tecido conjuntivo provisorio que estabiliza a area afetada. Por
fim, a fase de remodelamento envolve a reorganizagdo do tecido cicatricial, a maturagdo das
fibras regeneradas e a recuperacao progressiva da capacidade funcional do musculo, processo
que pode se estender por semanas a meses, dependendo da gravidade da lesdo e do tratamento

instituido (Jesse et al., 2024; Michele, 2022;).

3.8.2 Marcadores bioquimicos de lesdo no tecido muscular esquelético
Existem varios métodos utilizados para determinar a lesdo de um musculo, que podem ser
diretos ou indiretos, e a maior parte das lesdes musculares em humanos ¢ avaliada por meio de
indicadores sanguineos de dano muscular e medidas de performance funcional. Entre os
marcadores bioquimicos mais empregados estdo creatina quinase (CK), lactato desidrogenase
(LDH) e proteina C-reativa (PCR), os quais demonstram alteragdes significativas apos lesdes ou
esforcos musculares intensos, correlacionando-se com o grau de dano tecidual e resposta
inflamatoria (Salcedo et al., 2024).
Especificamente, a atividade da creatina quinase aumenta apos sessdes repetidas de

exercicio ou apos lesdes musculares, o que reforga sua aplicabilidade como marcador indireto de



dano muscular. Dessa forma, a CK tem sido amplamente empregada tanto no diagndstico quanto
na prevengdo de lesdes musculares, uma vez que sua elevagdo no plasma sanguineo sugere
agressao as fibras musculares (Abreu et al., 2015, Chen et al., 2019).

Nesse contexto, alteragdes nas concentracdes plasmaticas de enzimas musculares,
especialmente da creatina quinase, constituem um indicativo de lesdo das células musculares
esqueléticas. O rompimento da membrana celular aumenta sua permeabilidade, ocasionando o
extravasamento dessas proteinas para o meio extracelular. Assim, concentra¢des séricas elevadas
de CK indicam a ocorréncia de dano tecidual e permitem inferir, de forma indireta, o grau de
agressao muscular provocado por exercicio fisico intenso ou trauma mecanico (Bandeira, 2014;

Bandeira et al., 2012).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AQUISICAO DO EXTRATO CONTENDO Cannabis sativa L.
O extrato de Cannabis sativa L., frasco contendo 10 ml, foi adquirido pela empresa Zion

Medpharma, Lote-22007, em novembro de 2023.

Figura 7 - Extrato de Cannabis sativa L. Fonte: Autor

4.2 AQUISICAO DO OLEO DE Bixa orellana L. (CHRONIC®)
O nutracéutico Chronic® foi adquirido pela empresa Ages Bioactive Compounds Co.
(Sao Paulo, Brasil) em janeiro de 2024. A técnica de extragdo segue um processo padronizado

protegido por uma patente.

Figura 8 - Chronic®. Fonte: Autor

4.3 LOCAL DA PESQUISA
As atividades experimentais foram desenvolvidas no Laboratério de Pesquisa em
Farmacos, Coordenador: Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho, da Universidade Federal do

Amapa (UNIFAP), localizado na Rod. Josmar Chaves Pinto, km 02 - Jardim Marco Zero,



Macapa - AP, 68903-419 - Campus Marco Zero no municipio de Macapa, no periodo de Janeiro

a Junho de 2024

4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO CONTENDO Cannabis sativa L. POR
CG-MS

O extrato de Cannabis sativa (Lote - 22007) foi obtido da Zion Medpharma (Sao Paulo,
SP, Brasil), com concentracdo de extrato de 200 mg/mL, contendo 50 mg/mL de CBD e < 2
mg/mL de THC. As condi¢des de analise por cromatografia gasosa (CG 2010, detector de massa
MS2010 Plus, Shimadzu corporation, Kyoto, Japao) foram coluna capilar RTX-5 (30 m x 0,25
mm ID X 0,25 um) e hélio como gas de arraste, com concentracdo de 14 mL/ vazado minima. A
temperatura do forno foi programada para permanecer em 60°C por 1 minuto e depois aumentar
5°C/min até 300°C. A temperatura do injetor foi ajustada para 280°C e a temperatura do detector
para 250°C. Uma inje¢do de 1 pL foi realizada em modo split na propor¢ao de 10:1. Os espectros
de fragmentacdo dos compostos foram avaliados e identificados utilizando a biblioteca NIST do

equipamento.

4.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO DE Bixa orellana L. (CHRONIC®) POR
CG-MS

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
foram realizadas utilizando um equipamento Shimadzu GC-2010, integrado a um auto-injetor
Shimadzu AOC-5000 e a um detector de massas Shimadzu MS2010 Plus com impacto de
elétrons a 70 eV. O sistema incluia uma coluna de silica fundida DB-5MS (Agilent J&W
Advanced, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, 65 kPa).

As condigdes operacionais foram configuradas com uma razdo de divisdo de 1:20, hélio
como gas de arraste, volume de injecdao de 1,0 puL, temperatura do injetor e do detector ajustadas
a 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi fixada em 120 °C por 2 minutos, seguida de um
aquecimento a taxa de 5 °C/min até atingir 270 °C, totalizando 36 minutos de analise. A
identificacao dos ésteres de acidos graxos foi realizada por meio da comparagdo dos espectros de
fragmentacdo obtidos com aqueles presentes na biblioteca de dados do GC-MS (Rosset, 1. G. et
al., 2013).



4.6 OBTENCAO, CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DA NANOEMULSAO

A nanoemulsdo do extrato de Cannabis sativa L. (NECS) foi produzida usando um
método de baixa energia, conforme descrito por Borges et al. (2017). Para uma massa final de 20
g, 90% de agua, 5% de extrato de Cannabis sativa L. e 5% de Tween 20. Inicialmente foi
preparada uma fase adicionando extrato de Cannabis sativa L e Tween 20, ¢ a mistura foi agitada
usando um agitador magnético (750 rpm) por 30min. Entdo, a fase aquosa foi adicionada a uma
taxa de fluxo de 5 ml/min com agitagdo constante por 60 minutos. A estabilidade da
nanoemulsdo foi avaliada no 1°, 3°¢ 30° dias apds preparacao usando analise macroscoOpica de
cor, aparéncia normal, separacao de fases e sedimentacao. O tamanho da particula e o indice de
polidispersidade do extrato de Cannabis sativa L. foram avaliados usando um instrumento
Zetasizer 5000 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). O extrato de Cannabis sativa L
foi diluido usando Milli- 4gua Q (1:25), e as medidas foram realizadas em triplicata, com valores

expressos em média e desvio padrao.
4.7 INCORPORACAO DA NANOEMULSAO EM GEL DE CARBOMERO

O gel de Carbomero (Carbopol®) foi preparado empregando uma fase A: Metilparabeno
(0,3 %), Propilparabeno (0,2%), Propilenoglicol (4 %); fase B: Carbopol® (2 %), Agua destilada
(93.5 %). Foram aquecidos os componentes das fases A e B, logo em seguida as fases foram
misturadas lentamente com auxilio de agitador mecanico até obtencdo de aspecto e caracteristica
de gel base, a correcao do pH para 6,5 foi realizado utilizando trietanolamina. Foi pesado 10 g
(20%) da Nanoemulsdo extrato de Cannabis sativa L. e acrescentado 40g (80%) de gel
Carbopol® sob agitagdo magnética (750 rpm) por 120 min, para formar uma formulagao final de
50g. A determinacdao da propor¢do gel/NECS foi verificada previamente pela caracteristica
macroscopica do gel formado, separagdo de fases, aspecto, cor, odor, espalhabilidade tdpica,
deslizamento e acoplamento do transdutor do ultrassom em temperatura ambiente (Rocha-Filho

etal., 2017; Lima et al., 2020).
4.8 EXPERIMENTACAO ANIMAL

4.8.1 Consideracoes éticas dos animais utilizados



A comissdo de ética de Uso de Animais da Universidade Federal do Amapa - UNIFAP,
aprovou na data 28 de agosto de 2018 o parecer referente ao protocolo n°® 015/2018 e certifica

que o trabalho esta de acordo com os principios de ética e bem estar do animal.

4.8.2 Animais

Para os experimentos, foram utilizados 35 ratos da espécie Rattus norvegicus da
linhagem Wistar pesando entre 300-400 gramas. Os animais foram provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagio Biologica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratdrio -
CEMIB da Universidade de Campinas- UNICAMP, e ficaram mantidos no Biotério de
Experimentacdo do Laboratorio de Pesquisa em Farmacos com ragdo e agua fornecidas a
vontade. Todos os experimentos foram realizados em sala com temperatura controlada (25+
1°C), correspondente a zona de termoneutralidade para roedores. Os animais permaneceram sob
ciclo claro escuro (12/12 h) e ambientados. Assim, todo o experimento foi realizado de acordo

com as recomendagoes do CEUA.

4.8.3 Delineamento experimental

A les@o no musculo Gastrocnémio foi induzida pela adaptacdo de Lima et al (2020). Onde
foi realizada lesdo muscular por trauma no musculo gastrocnémio direito. Os animais foram
divididos em sete grupos experimentais (n=5), sendo:

e Grupo 1 - Animais normais (NOR), grupo sem lesdo e tratamento;

e Grupo 2 - Controle ndo-tratado (NTD), com indugdo da lesdo;

e Grupo 3 - Ultrassom terapéutico (UST), com inducao da lesdo e tratado com UST;

o Grupo 4 - Fonoforese de Dexametasona (DEX), com inducdo da lesdo e tratado com
dose de 0,5 mg/kg em gel;

e Grupo 5- Fonoforese do nanogel de Cannabis sativa (NANO), indugao da lesdo e tratado
com dose de 20 mg/kg;

e Grupo 6- Fonoforese da nanogel de Cannabis sativa (NANO+CHR) associado ao
Chronic® com dose de 250 mg/kg, indugdo da lesdo e tratado com Nanogel de 20 mg/kg
¢ Chronic com dose de 250mg/kg.

® Grupo 7- Fonoforese do gel de Cannabis sativa (CBD), inducdo da lesdo e tratado com

dose de gel de CBD de 40 mg/kg.



4.8.4 Lesao muscular traumatica no musculo gastrocnémio dos ratos Wistar

O mecanismo de lesdo muscular foi realizado no musculo gastrocnémio (Figura 9. a),
induzido por meio de um equipamento, elaborado conforme protocolo previamente testado por
(Lima et al., 2020), uma adaptagdo baseada na técnica descrita por Mcbrier et al. (2009). Foi
confeccionado com trés bases paralelas de madeira, transpostas em seu centro por uma peca de
Policloreto de Vinila (PVC), onde percorreu um cilindro metalico de 267g, uma altura de 60cm
(Figura 9.b)

Previamente a inducdo da lesdo, os animais foram anestesiados pelo método intraperitoneal
com Tiopental sddico (0,5g) conforme Lima et al (2020), em seguida foi realizada a tricotomia
da pata posterior direita, face postero-lateral e medial; posteriormente, foram posicionados na
base do equipamento de producao da lesao, em decubito ventral, com rotagao externa e abdugao
da pata, centralizada na pega de Policloreto de Vinil (PVC).

A contusdo muscular foi provocada pelo impacto direto do cilindro metélico de 267g,
langado de uma altura de 60cm, com energia cinética de 1,57x107 Joules. ApOs o trauma, a pata

conduzida foi inspecionada manualmente para descartar a presenca de fraturas dsseas.

Figura 9. a) Musculo gastrocnémio dos ratos Wistar. Fonte: Autor.
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Figura 9. b) Equipamento para a indugao da lesdo muscular traumatica em ratos Wistar. Fonte: Autor.

4.8.5 Tratamento
Os animais foram tratados posteriormente durante 6 dias por via tdpica com aplicagdo do
ultrassom terapéutico (UST) ou fonoforese. Os parametros do UST ou fonoforese, foram
definidos com base em estudos que demonstraram eficacia terapéutica, sendo assim:
e Frequéncia de 1MHz, pulsado a 20%;
e Intensidade de 0,6 W/cm?;
e Area de Radiagio Efetiva (ERA) de 3 cm? (Dos Santos Haupenthal et al., 2020).
A aplicagao foi diretamente na regido central do gastrocnémio com movimentos lentos,
circulares e uniformes. Foi utilizado o equipamento Sonopulse Special Ibramed (Imbramed
Company, Brasil). Em relagio a administragdo via oral do Chronic® 250 mg/kg (Grupo

NANO+CHR) também ocorreu durante os 6 dias de tratamento.

4.8.6 Avaliacdo bioquimica dos marcadores de lesdo muscular do sangue coletado dos animais

Considerando que a lesdo induzida foi classificada como grau I/Il, finalizada no sexto
dia pds-lesdo, os animais foram anestesiados e realizado coleta de 1,0 ml de sangue do plexo

retro-orbital, em seguida, o sangue coletado foi centrifugado por 10 minutos a 5.000 rpm, logo,



realizado a analise bioquimica, quantificacao dos niveis séricos de Creatina Quinase total (CK)
empregando kit CK-NAC Liquiform (Labtest, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro UV-VIS model UVmini-1240 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). Para a analise dos niveis de mioglobina foi realizado utilizando as instrugdes dos kits
reagentes APOTI™ (Acro Biotech Inc. California, EUA). Além disso, foram avaliados os
marcadores bioquimicos: Lactato Desidrogenase (LDH), Alanina Aminotransferase (ALT),
Aspartato Aminotransferase (AST), Proteina C-reativa (PCR), Creatinina, Acido trico, Urea,

Fosfatase alcalina.

4.8.7 Eutanasia e avaliagdo histopatologica da lesdo traumatica

A eutandsia ocorreu de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal. Os animais foram submetidos a técnica de eutanasia padronizada de
Anoxia induzida por gas.

As amostras de musculo gastrocnémio para as andlises histopatologicas foram
preparadas segundo a técnica descrita por Carvalho et al., (2018), no qual foram desidratadas
sucessivamente em alcoois graduados de 70, 80, 90 e 100%, clarificados com xilol e
emblocados em parafina a 60 °C. As amostras de tecidos foram seccionadas com espessura de 5
pm com auxilio de micrétomo rotativo semi-automatico (modelo CUT 5062 SLEE),
posteriormente os cortes foram coradas pelo método Hematoxilina-Eosina (H/E). As laminas
foram analisadas em microscopio Optico Olympus (Modelo: CX3Itrinocular) em objetiva de
40X e 100X, onde foram observados focos de infiltrado inflamatério no musculo, fibras

musculares integras e com mionecrose (Sousa et al., 2013).

4.8.8 Andlise estatistica dos resultados

Os valores foram apresentados como média e desvio padrdo. Foi realizada andlise de
variancia (ANOVA One-way) seguida do teste de Tukey para multiplas comparacdes. Resultados
que apresentaram diferencas de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos entre

0S grupos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO DE Cannabis sativa L.

Na analise quimica do extrato de Cannabis sativa via cromatografia gasosa (Figura 10),
o pico cromatografico do canabidiol foi identificado aos 30,54 minutos. O perfil de fragmentacao
foi confirmado utilizando a biblioteca NIST do cromatégrafo, com 50 mg/mL de CBD e menos
de 2 mg/mL de THC. Outros compostos foram identificados, incluindo ésteres metilicos de
acidos graxos de cadeia média utilizados para solubilizar o extrato, sendo que o éster metilico do

acido caprico apresentou tempo de retengao de 13,75 minutos.

O canabidiol (CBD) emergiu como uma substancia promissora devido ao seu potencial
analgésico e anti-inflamatorio documentado em varios estudos. Este composto ndo psicoativo,
encontrado na planta Cannabis sativa L., tem sido extensivamente investigado pelas suas

propriedades terapéuticas. (Hill et al, 2017)

Evidéncias cientificas indicam que o canabidiol exerce efeitos moduladores sobre o
processo inflamatério, podendo favorecer o reparo tecidual por meio da reducdo do infiltrado
inflamatorio e do estresse oxidativo, além de influenciar positivamente a regeneragdo muscular.
Esses efeitos refor¢am o interesse pelo uso do CBD em estratégias terapéuticas voltadas ao

tratamento de lesdes musculares (Burstein, 2015).
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Figura 10 - Perfil cromatografico do extrato de Cannabis sativa L. mostrando o tempo de retengéo do canabidiol

aos 30,54 minutos



52 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE Bixa orellana L.
(CHRONIC®)

No equipamento, foi injetada uma solu¢do de 3 mg/mL de Chronic® para a quantificagdo
de delta-tocotrienol. A curva de calibracdo para os tocotriendis totais (Figura 11) baseada no
delta-tocotrienol, apresentou um R? = 0,9982, tendo como equagdo linear Y= 1,049¢ + 007*X -
1,292+006. A area obtida foi de 2643680 e apos realizar o calculo a concentragdo de
delta-tocotrienol foi de 0,12506 mg/mg de 6leo (12,506%).

Curva de calibracao de delta-tocotrienol
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Figura 11 - Curva de calibrago de tocotrienois totais com base no delta-tocotrienol.

No que se trata da curva de calibragdo para o geranilgeraniol (Figura 12) apresentou um
coeficiente de determinacao (R?) de 0,9966, descrita pela equacao linear Y = 4,4041e + 007*X —
1,835e+006 . A area obtida foi de 22544838 e apods realizar o calculo a concentragdo de
geranilgeraniol foi de 0,40220 mg/mg de dleo (40,220%). Sendo assim, a real porcentagem de
delta-tocotrienol no 6leo ¢ de 12,506% e de geranilgeraniol é de 40,220%.



Curva de calibracao de geranilgeraniol
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Figura 12 - Curva de calibragdo obtida para o geranilgeraniol e delta-tocotrienol.

Segundo Qureshi et al. (2015) relata que as sementes de Bixa orellana L possuem um
rico teor dos bioativos geranilgeraniol e tocotrienodis. Além disso, o autor o relata que a fragdo de
delta-tocotrienol (6-tocotrienol) é encontrada na planta ¢ de 90%. Esse valor supera o encontrado
por CG/MS do presente estudo, o que pode estar relacionado ao fato de que foi utilizado somente

o oleo purificado Bixa orellana L e sua porcentagem foi reduzida pelo método de obtencao.

Ao se tratar do geranilgeraniol, principal metabolito ativo da planta, ¢ responsavel por
1% do seu peso seco. Pesquisas cientificas relatam que os compostos encontrados pelo CG/MS
no presente estudo sdo amplamente utilizados como antioxidante, anticancerigenas, em quadros

dislipidémicos e antiinflamatorios (Akshatha et al., 2011; Peh et al., 2016).

5.3 NANOEMULSAO E NANOGEL DO EXTRATO DE Cannabis sativa L.

A partir do extrato de Cannabis sativa L. foi obtida a Nanoemulsao de Cannabis sativa
(NECS), em seguida foi avaliada a estabilidade durante 30 dias (Figura 13) e ao decorrer do
periodo a NECS ndo apresentou instabilidade de fase e mudanga de coloragdo (branca/opaca).
Portanto, foi observado que o diametro da gota média variou de 64.3+4.9nm (1° dia),
106.5£6.0nm (3° dia) e 104.0+1.3nm (30° dia) e o indice de polidispersdo variou de 0.67+0.13
Pdi (1° dia), 0.71£0.11 (3° dia) e 0.34+0.03 Pdi (30° dia) e o potencial zeta variou de -2.27+ 0.26
mV (1° dia), -2.57+£0.17 mV (3° dia) e -4.48+0.29mV (30° dia).
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Figura 13 - Anilise do tamanho médio (nm) (A), Indice de polidispersio (B) e potencial Zeta (C) da NECS,

analisadas no periodo de 1, 3 e 30 dias apds a obtencdo. Apresentando média e desvio-padrao (n=3).

A nanoemulsdo auxilia no transporte eficaz de substincias ativas através de uma
membrana semipermedvel e, devido a grande area de superficie, a penetragdo aumenta no
sistema de emulsdao (Preeti, 2023). De acordo com Carvalho e colaboradores (2021), as
formulagdes contendo extrato de Cannabis sativa L. com resultados significantes variaram de
275.6+-5.75 a 129.3+-0.15 nma com indice de polidispersao de 0.96+0.08 a 0.22+ 0.008, e
posteriormente ndo apresentaram instabilidade a partir do estresse térmico. Esse estudo corrobora
com os resultados obtidos a partir da avaliagdo do tamanho das particulas e indice de

polidispersdo do atual estudo, respectivamente.

Segundo Pereira et al., (2016), as nanoemulsdes sao sistemas estdveis com tamanhos de
goticulas na faixa de 20-200 nm, logo, os dados obtidos foram inferior ao estabelecido pela

literatura, variando de 64.3+4.9 a 106.5+6.0.

Além disso, de acordo com Escribano-Ferrer et al. (2013), o canabidiol apresenta
limitagdes farmacocinéticas, como baixa solubilidade e biodisponibilidade, as quais podem ser

superadas por meio do desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, capazes de melhorar a



estabilidade do composto e otimizar sua entrega tecidual, potencializando seus efeitos

terapéuticos.

Posteriormente a avaliagdo da estabilidade da nanoemulsdo de Cannabis sativa L.
realizou-se a incorporagdo em gel. A concentracdo final resultou-se em 20% de nanoemulsdo de
Cannabis sativa em gel Carbopol®, a solugdo final ndo apresentou separagdo de fases e alteragao
de estabilidade ao longo dos testes, sendo assim, facilitou o deslizamento do transdutor do

ultrassom na aplicagdo.
5.4 AVALIACAO DO EDEMA MUSCULAR

A lesdo muscular do tipo contusdo ¢ caracterizada por uma série de fatores, tais como
desorganizacdo das miofibrilas, ruptura de mitocondria e reticulo sarcoplasmatico, interrupcao da
continuidade do sarcolema, autodigestdo e necrose celular, além de disfun¢do microvascular
progressiva e inflamagdo local. Essas a¢des podem causar danos as fibras musculares e/ou ao
tecido conjuntivo, sendo indiretamente evidenciada pela queda na produgdo de for¢a muscular,
diminui¢do da amplitude de movimento (ADM), aumento da dor muscular de inicio tardio

(DMIT), atividade plasmatica do CK (Pérez-Sanchez et al., 2023).

Neste estudo, o0 mecanismo de lesdo muscular (Contusdo) grau I e/ou grau Il no musculo
gastrocnémio mostrou-se efetiva, visto que foi possivel visualizar edema no grupo NTD ao
decorrer do experimento (Figura 14), sendo evidenciado no grafico de Area sobre a Curva na
figura 15 mostrando aumento do volume muscular. Os grupos NANO e NANO+CHRO
apresentaram resultados eficazes em relacdo ao grupo DEX, com reducdo do edema maior que o
esperado, dessa forma, o volume do musculo foi reduzido principalmente a partir do segundo

dia de tratamento.

Acerca do controle positivo, foi escolhida a Dexametasona, visto que além de ser relatada
na literatura, tem a associagdo aos receptores intracelulares de glicocorticoides, sendo assim,
resulta na alteracdo da expressdo génica de diversas citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6
e TNF-a. Isso reduz a inflamagdo, o edema e a migragao de células imunes para o local da lesdo,
contribuindo para o controle da resposta inflamatéria desregulada. E ideal para a comparagio
com o mecanismo de a¢do dos compostos utilizados no presente estudo (Madamsetty et al.,

2022).



Nesse contexto, Carvalho e colaboradores (2020) avaliaram as propriedades
anti-inflamatorias do 6leo de emulsdo de Cannabis sativa L. Suas descobertas revelaram que o
tratamento reduziu os niveis de CK e reduziu significativamente a contagem de células
inflamatoérias, promovendo a regeneragdo muscular. Ademais, o CBD reduz a expressao do gene
TNF-a e a secrecdo do gene IL-6. Além disso, os demais canabindides demonstraram
consideravel agdo anti-inflamatéria ao inibir a sintese de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatérias e podem ser tteis no tratamento de doengas relacionadas a inflamagao. O que
corrobora com os achados no presente estudo, no qual, os grupos tratados com NECS

apresentaram atividade anti-inflamatoria eficaz (Oriola, 2024).

Corroborando esses achados, Santos e colaboradores (2024) em seu estudo houve
resultados significativos (p<0,001) na reducdo da dor e acdo anti-inflamatdria dos grupos
tratados com o extrato de Cannabis sativa L. associado ao Chronic®. E demonstrado que o uso
do Chronic® ¢é essencial e cada vez mais evidente em relagdo a protecdo do sistema

musculoesquelético.

A reducdo significativa da inflamagdo no grupo NANO+CHR dé-se pelo tratamento
associado ao nutracéutico Chronic® a longo prazo, sendo assim, é evidenciado que o
geranilgeraniol e tocotriendis também podem diminuir a inflamag¢do. O geranilgeraniol suprime a
expressao da cinase-1 associada ao receptor de interleucina-1 (IRAK1) e do fator 6 associado ao
receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6), consequentemente prevenindo a ativacao
excessiva de NF-kB na resposta inflamatéria induzida por LPS em células THP-1. Além disso,
acredita-se que os tocotriendis exer¢am seus efeitos também em parte pela diminui¢do da cascata

inflamatoria (Batista et al, 2022).

A vista disso, tem-se como destaque o geranilgeraniol (GGOH) na participagdo
fundamental em processos como a isoprenilacio de proteinas G, dentre elas destaca-se a
regulacao da expressao génica pelas proteinas Ras, que promovem direcionamento, ancoragem,
fusdo e exocitose, e Rho, que regulam a formacgdo de fibras de estresse da actina cortical e Rap,
estimulam o crescimento muscular. No que se refere ao Delta-tocotrienol, pode modular a
renovagdo de células satélites através da regulacdao da sinalizagdo de p53, ciclo celular, via de
sinalizacdo Wnt e expressao de MRF. Além disso, podem prevenir a senescéncia replicativa dos

mioblastos através da sua acdo antioxidante ( Wong et al, 2018).



No presente estudo, o grupo UST apresentou resultados semelhantes ao grupo nado
tratado, logo, também descrito no estudo de Lima e colaboradores (2020), no qual referiram que
os grupos tratados com nanodispersoes tiveram maior redugdo em relagdo ao grupo de UST. Em
vista disso, Da Silva (2017) retratou que ao realizar o uso do US a um gel enriquecido com /llex
paraguariense, o grupo da Fonoforese foi melhor estatisticamente. Além do mais, os dados
corroboram com o presente estudo, (Figura 15), em razdo de que os grupos tratados com
fonoforese apresentaram redugdo de p<0,001. Esses achados refor¢am o efeito anti-inflamatério

da fonoforese associada ao nanogel e ao nutracéutico Chronic®.”

2° dia de tratamento 6° dia de tratamento

Figura 14 - Imagem representativa do aspecto macroscopico do musculo Gastrocnémio em grupos NTD, DEX,
NANO+CHR, respectivamente. Observa-se que a diminuicdo da lesdo ¢ significativa em relagdo ao NTD que ainda

permanece com edema apds 6 dias de tratamento.
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Figura 15. Efeito do tratamento com ultrassom terapéutico (UST) e fonoforese com dexametasona (DEX: 0,5
mg/kg), nanogel de Cannabis sativa L., nanogel de Cannabis sativa L. ¢ Chronic®, extrato de CBD, na inflamago

induzida por lesdo traumatica no musculo gastrocnémio direito de ratos. A Evolugdo do edema no musculo (mm) em
fun¢do do tempo (dias). Fig B. A area dos resultados dos dias de tratamento sdo apresentados como média + DP (n =
4 animais/grupo). As diferengas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) unidirecional,
seguida pelo teste de Tukey. ***(p < 0,001), resultado estatisticamente significativo versus grupo ndo tratado

(NTD). NOR, grupo normal.

5.8 ANALISE BIOQUIMICA DOS MARCADORES DE LESAO MUSCULAR

Assim foi avaliado também os niveis séricos da enzima creatina quinase (CK),
mioglobina, LDH, ALT, AST, PCR, creatinina, acido urico, ureia, fosfatase alcalina para
mensurar a dimensdo da inflamacdo e dano tecidual ocasionado pela contusdo no musculo

gastrocnémio.
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Figura 16 - Efeito do tratamento com UST, fonoforese de DEX (0,5 mg/kg), NANO (20 mg/kg), NANO+CHR e
CBD (40mg/kg) sobre os niveis de (A) creatina quinase (CK) e¢ (B) mioglobina sérica dos ratos com infiltrado
inflamatério muscular a partir de lesdo muscular no musculo gastrocnémio. Resultados sdo apresentados como a
meédia + D.P (n=5 animais). As diferencas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia one-way

(ANOVA), seguida do teste de Tukey. ***(p<0.001), Resultado estatisticamente significativo versus grupo NTD.

A enzima Creatina Quinase (CK) tem como principal fungdo catalisar a conversdo de
creatina em fosfocreatina, um processo que fornece energia para as células musculares e
nervosas durante o periodo de alta demanda energética, como citado, ¢ responsavel por medir o
nivel de lesdo muscular quando ocorre um estresse tecidual. Segundo Sharp e colaboradores

(2020), os danos musculares levam ao aumento significativo dos niveis de CK.

Os niveis de CK do grupo DEX (Figura 16. A) apresentaram reducdo abaixo de 200
U/L, além disso, os grupos NANO, NANO+CHR e CBD acompanharam o mesmo nivel de
reducao da lesao muscular. O resultado final do grupo de controle negativo e tratados com o gel
do UST, apresentaram niveis acima de 400 U/L, porém, tais alteracdes ndo se refletiram em
danos histopatoldgicos severos, podendo ser explicada pelo fato de que a CK é um marcador
bioquimico altamente sensivel e precoce de lesdo muscular, elevando-se rapidamente apos o
estresse tecidual. Por outro lado, a andlise histopatoldgica foi realizada no sexto dia pos-lesao,
periodo no qual o tecido muscular ja se encontrava em fase avancada de reparo e
remodelamento, com reducdo do infiltrado inflamatdrio e reorganizagdo das fibras musculares

(Peake et al., 2017; Tidball, 2021).



Conforme, Gongalves e colaboradores (2023) os grupos tratados com dexametasona e
fonoforese em nanogel de o6leo volatil de Rosmarinus officinalis demonstraram uma redugao
significativa (p < 0,01) nas concentragdes de CK em comparagdo com os grupos ndo tratados.
Além disso, Moniz e colaboradores (2017) observaram niveis elevados de CK no grupo NTD, o
que refor¢a a ocorréncia de dano tecidual significativo, uma vez que esse aumento ¢ um forte
indicativo de lesdo muscular. Entretanto, esses achados diferem dos resultados observados no

presente estudo.

A Mioglobina Sérica ¢ uma hemeproteina citoplasmatica composta por uma Unica
cadeia de polipeptideo de 154 aminoacidos. Inativa o 6xido nitrico e liga-se reversivelmente
com o oxigénio e tampona-o, facilitando o seu transporte até a mitocondria, além de servir como

um reservatorio de oxigénio em condigdes de anoxia e hipdxia, e aumentar a fosforilagdo

oxidativa (Matos, 2011, Palka et al., 2023).

Os niveis de Mioglobina (Figura 16 B) no sangue foram baixos, ndo detectaveis pelo
exame, 0s grupos permaneceram com a mesma quantidade, dessa forma, explica-se pelo grau da
lesdo muscular ser de menor estresse ao tecido, ou seja, nao havia danos musculares para ocorrer

alteragoes celulares (Saita et al, 2023).

Parametros NTD UST DEX NANO NANO+CHR CBD
LDH (mg/dl) 746+42,09 524, 3+6,02* 607+15,1* 546+42,0%¥ 728+18,8 662,5+27,98
ALT (U/L) 723,23 50,3+4,9% 55,6+3,7* 48+1,52*  61,7£3,0* 61,5£2,51*
AST (U/L) 71+5,50 55,6+5,6% 61+1,2%* 53+2.3% 70,7+4.,99 65+2.94
PCR 0,76+0,04 0,49+0,02* 0,64=+0,1* 0,53+0,068 0,44+0,32* 0,88+0,05

Creatinina (mg/dl) 0,85+£0,01 0,56+0,01* 0,53+0,08% 0,55£0,01* 0,6+0,10% 0,55+0,05*
Acido trico (mg/dl) 8,3£0,34  4,040,1* 4,73£0,3* 4,5+0,5%  6,52+0,38  5,3+0,25*
Urea (mg/dl) 52,5+12,19 38313 40,1£0,6 42438 433259  40+4,51
Fosfatase alcalina  182+13,65 97,6+7,02% 94,3+6,4% 100,6+9,07* 138,5+22,78* 117+6,18*

Tabela 1 - Efeito do tratamento com UST e fonoforese de DEX (0,5 mg/kg), NANO (20mg/kg) e CBD (40mg/kg)
sobre os pardmetros bioquimicos dos animais com lesdo muscular induzido por impacto mecénico no musculo
gastrocnémio. Resultados sdo apresentados como a média + D.P (n=5 animais). As diferengas entre os grupos foram
analisadas por meio da andlise de variancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Tukey. *(p<0.05), Resultado

estatisticamente significativo versus grupo NTD (G2).



Conforme a Tabela 1 ¢ possivel identificar os valores de LDH do grupo UST (524+6,02)
e do grupo DEX (607+15,1) apresentaram menor impacto, sugerindo menor dano celular ou
menor atividade metabdlica em comparacdo com o grupo de maior niveis de LDH, sendo grupo
NTD (746+42,09). Os dados de ALT e AST obtiveram resultados semelhantes, variando de
(50,3+4,9) resultados do grupo UST e (55,6+5,6) do grupo NANO, o que indica permanéncia da

funcdo hepatica.

Os grupos tratados com NECS alcancaram resultados semelhantes e com menores danos
inflamatorios, em relagdo ao PCR o grupo NANO + CHR (0,44+0,32 mg/dL), refletiu menor
inflamacgdo sistémica. Seu uso pode inibir eficazmente o estresse oxidativo e a inflamagdo
induzidos por tais doengas, com diminuicao significativa de PCR, inibicado da secrecao de
citocinas inflamatorias e da via NF-xB, fator chave dos processos inflamatorios e, portanto,
diminuindo significativamente a ativagdo de macréfagos e fibroblastos sinoviais, promovendo

prevencao da infiltragdo de células T (Vishalakshi et al., 2014).

A Fosfatase Alcalina do grupo DEX foi (94,346,4), ¢ os demais apresentaram dados em
até (524,3+6,02), isto ¢, apesar do dano tecidual a funcdo hepdtica e O6ssea permaneceram no

mesmo nivel.

No estudo de Mello (2016) ¢ retratado que estas enzimas sao utilizadas como
marcadores de dano musculotendineo por serem citoplasmdticas e impermedveis a
membrana plasmatica, apresentando aumento de seus valores séricos. Niveis aumentados
dessas moléculas no liquido extracelular podem indicar uma alteragdo da permeabilidade da

membrana ou rompimento desta, sendo provocada pelo estresse biomecanico.

O uso de formulagdes farmacéuticas com agentes anti-inflamatérios combinados com
UST ¢ uma alternativa eficaz para o tratamento de lesdes musculares, visto que pode aumentar o
desempenho e contragdo muscular, relaxamento vascular e prevencdo da fadiga, sem causar
efeitos adversos, evidenciado nos grupos com melhores resultados de redugdo enzimatica dos

marcadores da lesdo muscular.

Dessa forma, observa-se que o grupo nao tratado apresentou maiores valores de LDH,

acido urico e fosfatase alcalina. Quanto ao PCR, o melhor resultado foi observado no grupo



NANO+CHR. Ademais, os dados obtidos permaneceram dentro dos valores de normalidade, o

que ¢ esperado para o tipo de teste e periodo de coleta realizada.

5.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO MUSCULO GASTROCNEMIO

Figura 17. Analise histopatologica do efeito do tratamento com UST, DEX, NANO,
NANO+CHR e CBD sobre lesdo muscular induzida por impacto mecanico no musculo
gastrocnémio direito de ratos Wistar. Setas pretas: Infiltrado inflamatorio; Cabecas de setas:

Destruicao de fibras musculares.

Na analise do musculo gastrocnémio-D (Figura 17) ndo foram observados danos severos,
como, grande quantidade de grau de infiltrados e presenga de necrose. Apesar disso, nos grupos
que apresentaram valores reduzidos de CK, sendo os grupos DEX, NANO, NANO+CHR e
CBD, observa-se a quantidade maior de de fibras musculares normais, sugestivas de regeneracdo
tecidual e discreto infiltrado leucocitario, sendo assim, reforga o efeito anti-inflamatério nestes

tratamentos.

Dessa forma, as amostras foram coletadas apos os dias de tratamento, o que reduz a
presenca de infiltrados no tecido. Apos uma lesdo muscular, ocorre uma resposta inflamatoria
que ¢ crucial para a regeneragdo tecidual. Nos primeiros dias, a infiltragdo de neutrofilos ¢é
predominante, seguida por macréfagos que desempenham papéis distintos, os macrofagos M1,

pro-inflamatérios, ajudam na remocdo de detritos celulares, enquanto os macréfagos M2,



anti-inflamatorios, promovem a regeneracdo muscular (Tidball, 2021). Além disso, ha inimeras
evidéncias de que farmacos anti-inflamatérios podem atuar na reducdo da formacdo de
mediadores pro-inflamatoérios e no controle do edema durante o uso prolongado como mostrado
no estudo, ou seja, o tecido apresentou menor dano por ser analisado apos os seis dias de

tratamento (Carvalho,2018).



6 CONCLUSAO

De acordo com as metodologias aplicadas e resultados obtidos:

e A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) do
extrato de Cannabis sativa L. confirmou a presenga dos compostos esperados;

® No o6leo de Bixa orellana L., foram identificadas concentragoes de 12,506% de
delta-tocotrienol e 40,220% de geranilgeraniol;

® A nanoemulsdo formulada com o extrato de Cannabis sativa L. apresentou adequada
estabilidade fisico-quimica, sem alteracdo de coloracdo e com tamanho de particula
inferior a 250nm como indicado na literatura;

e O nanogel apresentou uma concentracao de 20% de nanoemulsdo de Cannabis sativa L;

e Os grupos tratados com fonoforese do nanogel de Cannabis sativa L. demonstraram
eficacia na redu¢dao do edema muscular, bem como nas concentragdes séricas de creatina
quinase (CK) e proteina C-Reativa (PCR);

e Os grupos tratados com a nanoemulsdo apresentaram um significativo niumero de fibras
musculares morfologicamente preservadas, indicando evidente grau de regeneracao
tecidual;

e Do ponto de vista bioquimico, observou-se que a fonoforese desempenha papel relevante
no aumento da permeabilidade cutdnea, na aceleracdo do processo cicatricial e na
regeneracao celular, sendo que o grupo tratado com o nutracéutico Chronic® apresentou
os melhores resultados;

e Os achados da andlise histopatologica mostraram-se compativeis com os descritos na
literatura.

Conclui-se que a associacdo entre o nanogel de Cannabis sativa L. e o nutracéutico
Chronic® exerce efeito sinérgico na regeneracao tecidual, apresentando-se como uma estratégia
terapéutica promissora e viavel para futuros estudos complementares voltados a recuperagdo
musculoesquelética. Os achados sugerem potencial aplicagdo na modulagdo do processo
inflamatorio, na preservagdo estrutural das fibras musculares e na melhora da funcionalidade

tecidual a longo prazo.
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