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RESUMO

ALVES, Rafaela Trevizano, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2023. Cannabis,
agonismo e expressao de receptores de canabindides na cicatrizacao de feridas: Uma
revisdo sistematica. Orientadora: Reggiani Vilela Gongalves. Coorientadora: Maridurea
Matias Sarandy.

Atualmente, muitas descobertas importantes sobre os compostos extraidos da planta Cannabis
sativa tém contribuido para entender as propriedades terapéuticas desses compostos. As
principais descobertas nos tltimos anos sobre os compostos canabindides foram os receptores
canabindides CB1 e CB2, os canabindides enddgenos e os possiveis mecanismos de acio
envolvidos na interacdo entre os compostos canabindides e os receptores bioldgicos. Esse
estudo teve como objetivo a andlise de como os receptores canabindides exercem efeito sobre
a cicatrizacdo de feridas. Esta revisao sistemdtica foi realizada de acordo com as diretrizes
PRISMA, usando uma pesquisa estruturada nas plataformas PubMed-Medline, Scopus e Web
of Science. Os estudos incluidos foram aqueles que usaram modelos murinos e estudos in vitro,
para investigar o efeito do agonismo dos receptores canabindides na cicatrizagdo da pele.
Andlise de viés e avaliacdes de qualidade metodolégica foram examinados por meio da
ferramenta RoB da SYRCLE. Nosso estudo constatou que os agonistas apresentaram aumento
da reepitelizacao e da proliferacdo celular, com aumento da expressdo de queratinas, presenca
de fibroblastos na borda da ferida, associados a fibroblastos na area inferior da derme. Além
disso, observou-se migracdo de fibroblastos para o leito da ferida e formacdo de uma matriz
extra-celular (MEC) de tecido de granulacdo. Observou-se também o aumento das células
tronco da camada basal da epiderme, foliculo pilosos, derme papilar e leito da ferida. Essa
revisdo indica que o agonismo dos receptores canabinoides apresentam bom potencial para
acelerar a cicatrizacdo de feridas de pele. Esperamos que essa andlise possa ser ttil na pesquisa
clinica e reduzir o viés metodolégico, melhorando assim a qualidade da evidéncia em pesquisas

futuras. O numero de registro no Prospero plataforma ¢ CRD22206118.

Palavras-chave: Canabindides. Cannabis. Cicatriza¢ao da pele. Feridas. Murinos. Agonista.



ABSTRACT

ALVES, Rafaela Trevizano, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2023. Cannabis,
agonism and expression of cannabinoid receptors in wound healing: A systematic review.
Adviser: Reggiani Vilela Gongalves. Co-adviser: Maridurea Matias Sarandy.

Currently, many important discoveries about compounds extracted from the Cannabis sativa
plant have contributed to understanding the therapeutic properties of these compounds. The
main discoveries in recent years about cannabinoid compounds were the cannabinoid receptors
CB1 and CB2, endogenous cannabinoids and the possible mechanisms of action involved in
the interaction between cannabinoid compounds and biological receptors. This study aimed to
analyze how cannabinoid receptors exert an effect on wound healing. This systematic review
was performed according to PRISMA guidelines, using a structured search on PubMed-
Medline, Scopus and Web of Science platforms. Included studies were those that used murine
models and in vitro studies to investigate the effect of cannabinoid receptor agonism on skin
healing. Bias analysis and methodological quality assessments were examined using SYRCLE's
RoB tool. Our study found that the agonists showed increased re-epithelialization and cell
proliferation, with increased expression of keratins, presence of fibroblasts at the edge of the
wound, associated with fibroblasts in the lower area of the dermis. Furthermore, migration of
fibroblasts to the wound bed and formation of an extracellular matrix (ECM) of granulation
tissue were observed. There was also an increase in stem cells in the basal layer of the epidermis,
hair follicles, papillary dermis and wound bed. This review indicates that cannabinoid receptor
agonism has good potential to accelerate healing of skin wounds. We hope that this analysis
can be useful in clinical research and reduce methodological bias, thus improving the quality
of evidence in future research. The registration number on the Prospero platform is

CRD22206118.

Keywords: Cannabinoids. Cannabis. Skin healing. Wounds. Murines. Agonist.
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1 INTRODUCAO

O reparo cutaneo € um processo complexo e organizado que envolve uma sequéncia de
fases que se sobrepde. Nele estdo envolvidos vdrios tipos celulares e substincias quimicas,
formando um esquema coordenado que objetiva o fechamento do tecido lesado e a isen¢ado de
infec¢oes (Fronza et al., 2014; Amorim et al., 2017). As feridas cutaneas sdo um consideravel
problema no sistema de saude, que envolve fatores econdmicos, médicos e sociais, sendo
considerado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um problema de saude publica
(Tang et al., 2014; Fronza et al., 2014). Além de acarretar custos biliondrios ao sistema de
saide, com aquisicio de material para cuidado e prevencdo, gera ocupacdo de leitos e
complicacOes (Lindley et al. 2016). Os pacientes que desenvolvem feridas cutaneas sdo
acometidos de dor, perda da fun¢do da area afetada, aumento da chance de infecc¢des, além de
complicagdes e sdo mais passiveis de ocorrer em individuos diabéticos, que possuem 70% de
chance de morrer apds amputacdes derivadas das feridas (Hingorani et al, 2016; Schaper et al,
2016).

Os tratamentos disponiveis atualmente ndo sdo de eficicia satisfatoria, pois os caminhos
através do qual o processo de reparo da pele pode ser acelerado ainda ndo estdo claros e os

meios disponiveis na terapéutica nio realizam um fechamento completo ou necessitam de



associacdes com medicamentos, principalmente para dor e antibidticos, farmacos de
comprovada toxicidade se usado de forma continua (Abushaheen et al., 2020; Caldwell, 2020).

O reparo cutaneo envolve substincias quimicas, células que realizardo fungdes nas
diversas fases do reparo, e processos complexos de sinalizacdo (Oryan et al, 2016; Jabbari,
2017). Esse processo pode ser descrito em quatro fases que se complementam e se sobrepdem,
sendo: hemostasia, inflamacdo, proliferacio e remodelacido tecidual (Lindley et al, 2016;
Gauglitz et al, 2011).

Imediatamente apds a lesdo com exposicdo do coldgeno adjacente ao epitélio ocorre o
inicio da primeira fase: a hemostasia, os processos celulares e vasculares para evitar a perda de
sangue. Ocorre contracdo vascular, a formagcdao de um codgulo de fibrina e plaquetas sdo
ativadas e liberam citocinas como TGF-b e PDGF que estimulam a formacio de um tampao
plaquetério (Everts et al, 2006; Guo & DiPietro, 2010; Tang et al., 2014).

Durante essa fase sdo acionados mecanismos celulares de sinalizacdo, como a
degranulacdo das plaquetas e liberacdo de moléculas pré-inflamatdrias que compde o inicio da
segunda fase: a inflamacao. Durante essa fase sdo recrutados leucdcitos, via substancia de acao
quimiotdticas, citocinas pro-inflamatorias e interleucinas (Modarresi et al., 2019, Wang et al.,
2018; Canchy et al., 2023). Os mecanismos de defesa e de sinalizacdo sdo entdo ativados,
envolvendo sintese de citocinas, quimiocinas e outros mediadores para estimulo da quimiotaxia
das células responsdveis pela proxima etapa (Modarresi et al., 2019; Canchy et al., 2023; Guo
& DiPietro, 2010).

Ainda sob o estimulo de citocinas pré-inflamatdrias a etapa de proliferagdo ocorre com
aumento do nimero de fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais (Talbott et al., 2022;
Mascharak et al., 2022). Ocorre produgdo de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e coldgeno
do tipo III, que irdo compor a matriz e as células endoteliais formardo novos capilares para
aporte de oxigénio e nutrientes a um tecido em intenso metabolismo e necessidade energética,
processo de neoangiogénese (Gongalves et al., 2014; Wynn, 2004; Everts et al, 2006). A
formacdo de um tecido de rica vascularizacdo e celularidade envolve vasta sinalizacdo,
incluindo o TNF-a. E formado o chamado tecido de granulagdo. Esse tecido exibe liberagio de
substancia antiinflamatdria para que a sinalizac@o inflamatdria e ndo gere danos ao processo
(Foster et al., 2021; Griffin et al., 2020; Mascharak et al., 2020; Reish, Eriksson, 2008).

A ultima fase do processo de reparo cutaneo, a remodelacao, ¢ marcada por mudanga na

matriz cicatricial, onde ocorre substituicdo do coldgeno tipo III por coldgeno tipo I, com fibras
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mais rigidas. Leucdcitos e fibroblastos recrutados deixam o tecido, epitélio prolifera e fecha a
ferida (Sharma et al., 2022; Liu et al., 2022; Li et al., 2022).

Como os processos de cicatrizacdo de feridas cutdneas ndo tem alcancado o objetivo
esperado com os tratamentos citados anteriormente, pesquisas tém sido feitas com foco no
ambito da fitoterapia. Moléculas derivadas e isoladas de extratos de plantas, t€m proporcionado
resultados eficientes e de menor custo. Um dos exemplos € o uso de derivados e andlogos das
plantas do género Cannabis.

O sistema endocanabinoide € uma descoberta recente no ambito de sistemas bioquimicos,
que derivou do estudo da planta do género Cannabis (Pacher, et al, 2006).

As propriedades narcoéticas, psicotrdpicas e terapéuticas dos derivados da cannabis sdo
conhecidas ha séculos, datando até mesmo de 3.000 a.C, onde seus efeitos analgésicos e
anticonvulsivantes eram utilizados amplamente, principalmente na india (UNODC, 2021;
Hanus, 2016). Devido a fatores sociais e econdmicos, como o conflito entre a industria do
algoddo e da industria da cannabis para uso téxtil, bem como a associacdo preconceituosa do
uso desta erva por negros e latinos, seu uso foi proibido em quase todos os paises em 1832
(Grayson, 2015). E planta esta foi inserida como uma droga controlada na Convengdo Unica
das Nacdes Unidas sobre Entorpecentes, realizada em 1961 (Russo et al, 2008; Pisanti S,
Bifulco M, 2019). Hoje € uma das drogas recreativas mais utilizadas, cerca de 178 milhdes de
pessoas com idades entre 15 e 64 anos consumiram cannabis, pelo menos uma vez em 2021
(UNODC, 2021).

A cannabis possui uma infinidade de substancias ativas, conhecendo-se até hoje cerca de
400 moléculas de possivel atividade terapéutica, sendo assim, sua caracteriza¢ao demorou a ser
realizada. O primeiro estudo envolvendo estas moléculas deu origem a descoberta de seu
primeiro composto ativo, o A9-tetrahidrocanabinol ou THC, que ocorreu apenas em 1964.
Através dessa primeira molécula, o principal composto psicotropico da planta, pode-se entio
nortear novas pesquisas (Ministério das Relacdes Exteriores, 1959; Bonini et al, 2018).

Por rastreabilidade, foi descoberta uma gama de processos envolvendo: receptores,
substancias enddgenas que possuiam caracteristicas canabindides capazes de ligar-se a esses
receptores (agonistas), que eram produzidas pelo proprio organismo, os chamados
endocanabindides, juntamente todo um aparato molecular e bioquimico que formavam um
sistema complexo ainda ndo bem elucidado. Acreditava-se que o mecanismo de acdo dos
canabindides eram exercidos por alteracdes na membrana plasmdtica da célula, mas seu

mecanismo foi desvendado quando se criou andlogos do THC que permitiram identificar
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possiveis locais de acdo dos canabindides a nivel cerebral, o primeiro local de acdo a ser
estudado. Assim, em 1988, foi identificado um receptor que era ativado pelo THC e seus
andlogos, o receptor canabindide tipo I ou CB1. Mais tarde foi descoberto perifericamente o
receptor canabindide tipo II, ou CB2 (Linda M Console-Bram et al, 2017; Marc-Antoine Crocq,
2020; Burstein, 2015).

O SEC estd envolvido em inimeras fungdes bioldgicas, como percepcao da dor, protecdao
neuroldgica, resposta imune, processos cognitivos, antinociceptivos e até de reversdo de danos
neuronais. Por suas acdes positivas no Sistema Nervoso Central, os receptores foram descritos
inicialmente neste sistema. Posteriormente observou-se a distribui¢do dos receptores em outros
tecidos, como figado, endotélio, musculo e tecido adiposo. Nestes tecidos a predominancia é
de receptores CB1 (Zou SL, Kumar U, 2018; Jarvis S, Rassmussen S, Winters B, 2017). O
receptor CB2 foi descrito em tecidos periféricos, como envolvidos na resposta imune e na
inflamacao.

Recentemente, os receptores também demonstraram ser expressos em pele saudédvel e
doente, em células como queratindcitos, fibroblastos e mastdcitos, sugerindo que a alteragdo do
sistema canabindide pode ser importante para o desenvolvimento de intimeras doencas
cutineas, bem como seu tratamento (Gertsch J, Pertwee RG, Di Marzo V, 2010).

Observou-se que assim como no tecido 6sseo, muscular e nervoso, o SEC estd envolvido
regulando o crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, além de regular fendmenos
imunoldgicos e sensoriais (Hindley G, et al, 2020; Marc-Antoine Crocq, 2020). O uso de
moléculas analogas ou até mesmo as proprias moléculas isoladas podem ser usadas para rastrear
como o sistema endocanabinoide se comporta na pele na situacao de satide e doenca, permitindo
verificar onde as alteragdes ocorrem e quais as vantagens do seu possivel uso de forma tépica

na cicatrizacao de feridas cutineas.

2 METODOS

A revisdo sistemadtica aderiu a diretriz padronizada PRISMA (Itens de relatorio preferidos
para revisdes sistemadticas e meta-andalise), incluindo estratégia de busca, critérios de sele¢do,
extracdo de dados e andlise de viés. O ndmero de registro na plataforma Prospero é

CRD22206118.
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2.1 Pergunta PICO

A principal questdo a ser respondida nesta revisdo sistemdtica foi: O agonismo dos
receptores endocanabindides por agonistas, miméticos aos componentes da planta Cannabis
sativa L., tem efeito na cicatrizacdo de feridas cutaneas in vivo e in vitro? Quais s3o as principais

vias utilizadas para avaliar a evolug@o do processo de cicatrizagdo de feridas nesses modelos?

2.2 Estratégia de busca

Esta revisdo sistemadtica seguiu as diretrizes Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Fig. 1). Os estudos foram selecionados por meio de
busca avangada nas plataformas PubMed, Scopus e Web of Science, no dia 29 de Outubro de
2022 as 16h46. Com base em dois parametros de busca, desenvolvemos uma estratégia de busca
abrangente para a recuperagdo de todos os estudos relevantes: (i) buscas diretas em bancos de
dados eletronicos e (ii) triagem indireta de listas de referéncia de todos os estudos identificados
nas buscas diretas. Para todas as bases de dados, os filtros de busca foram baseados em trés
niveis complementares: (i) cannabis, (ii) cicatrizacdo de feridas e (iii) animais. Os filtros de
busca foram inicialmente desenvolvidos para PubMed, os algoritmos de busca [MeSH Terms]
e [TIAB] foram aplicados, para identificar registros indexados e aqueles publicados
recentemente em processos de indexacgdo, respectivamente. Para detectar todos os estudos de
modelos animais in vivo e in vitro no PubMed, foi obtido um filtro animal padronizado e
otimizado. Os termos utilizados para busca no PubMed foram adaptados para a selecao de
publicacdes Scopus, ¢ o filtro “modelo animal” € fornecido pelo proprio site. Nenhum limite de
data foi aplicado. Os resumos de todos os artigos escolhidos foram interpretados para identificar
artigos potencialmente elegiveis.

Dois revisores (RTA e LGAE) realizaram a busca na literatura, removeram artigos
duplicados e examinaram titulos e resumos em relacdo aos critérios de elegibilidade. Apds a
triagem inicial, artigos em texto completo de estudos potencialmente relevantes foram
avaliados independentemente para elegibilidade por dois revisores (RTA e LGAE). O teste
kappa foi feito para a selecdo e extracao dos dados (kappa = 0,858), indicando uma forte
concordancia interexaminadores. As selecdoes foram entdo comparadas e as inconsisténcias

foram resolvidas em consulta com dois outros revisores (MMS e RVGQG).
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2.3 Critérios de inclusio e exclusio

Foram incluidos apenas estudos originais investigando o uso de andlogos miméticos da
Cannabis sativa L. (antagonistas e agonistas) no processo de reparo cutaneo de modelos de
feridas animais incisionais e excisionais ndo suturadas e estudos in vitro. Foram excluidos da
revisdo estudos que utilizaram tratamentos com Cannabis sativa L. ou seus andlogos
combinados com outras drogas e espécies vegetais, estudos que utilizaram apenas modelos
experimentais in situ ou ex vivo, estudos secundarios (revisdes de literatura, cartas ao editor,
revisdes, estudos de caso, comentdrios e editoriais), estudos com outros 6rgaos ou tecidos,
estudos em modelo de fibrose dérmica e feridas decorrentes de queimaduras. Dois revisores
(RTA e LGAE) pesquisaram manualmente as listas de referéncia de estudos selecionados na

etapa anterior de forma independente para encontrar artigos relevantes adicionais.

2.4 Extracao de dados

Dois revisores independentes (RTA e LGAE) extrairam os dados essenciais agrupados
em seis niveis descritivos da seguinte forma: (i) caracteristicas da publicacdo (autores, data de
publicacdo e pais); (ii) caracteristicas dos modelos animais (espécie, linhagem, sexo, idade e
peso); (iii) ferida cutanea (lesao, local, drea inicial e nimero); (iv) intervencdes experimentais
(caracteristica da substancia, tratamento, veiculo, via, intervalo de aplicagdo, tempo de
tratamento e concentragdo); (v) caracteristicas dos estudos in vitro (tipo celular, linhagem
celular, fonte, meio de cultura, intervenc¢ado, dose, pré-tratamento, periodo de incubagao); (vi)
os resultados dos grupos tratados com antagonistas e agonistas da Cannabis sativa L. para todos
os estudos foram agrupados (métodos, andlise de via, reepitelizacdo, resultados bioquimicos,
moleculares e morfoldgicos). Quaisquer inconsisténcias em relagdo aos dados extraidos foram

resolvidas durante discussdes com dois revisores adicionais (MMS e RVGQG).
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Figura 1. Diagrama de fluxo de itens de relatério preferidos para revisdes sistemaéticas e meta-andlises (PRISMA). O fluxograma indica os registros de
pesquisa obtidos em todas as etapas padronizadas do processo de busca necessario para o desenvolvimento de revisdes sistematicas e meta-anélises com
base na declaragdo PRISMA (http://www.prisma-statement.org). * Se possivel, o nimero de registros identificados em cada banco de dados ou registro
pesquisado deve ser relatado (em vez do ndmero total em todos os bancos de dados/registros). ** Se foram utilizadas ferramentas de automacao, deve-
se indicar a quantidade de registros que foram excluidos por um humano e quantos foram excluidos por ferramentas de automagao.
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2.5 Avaliacao do risco de viés nos estudos incluidos

Para avaliar o risco de viés nos estudos incluidos, foi utilizada a ferramenta Risk of Bias
(RoB) do SYRCLE, projetada especificamente para estudos em animais. Os seguintes dominios
metodolégicos baseados em RoB foram avaliados. O viés de selecdo foi verificado a partir dos
seguintes questionamentos: “A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente?”,
“Os grupos foram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusao na
analise?”, “A alocagdo para os diferentes grupos foi adequadamente ocultada?”. Para verificar
o viés de desempenho foi feito os seguintes questionamentos: “Os animais foram alojados
aleatoriamente durante o experimento?”’; “Os cuidadores e/ou pesquisadores estavam cegos
sobre qual intervengao cada animal recebeu durante o experimento?”’; Para avaliar o viés de
deteccdo foram feitos os seguintes questionamentos: “Os animais foram selecionados
aleatoriamente para avaliagdo do resultado?”, “O avaliador do resultado foi cego?”’; O viés de
atrito foi verificado mediante o seguinte questionamento: “Os dados de desfechos incompletos
foram tratados adequadamente?”’; O viés de relato foi verificado por meio de questionamento:
“Os relatos do estudo sdo isentos de relato seletivo de resultados?”’; Outros vieses podem ser
considerados a partir dos questionamentos: “O estudo estava aparentemente livre de outros
problemas que poderiam resultar em alto risco de viés?”. Os itens do instrumento RoB foram
pontuados com “sim” (baixo risco de viés); “ndo” (alto risco de viés); ou “incerto” (indicando

que o item nao foi relatado e, portanto, o risco de viés era desconhecido).

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas das publicacoes

A partir da nossa estratégia de busca (Tabela S1), 195 registros de pesquisa foram
recuperados. Destes 68 estudos foram recuperados na plataforma PubMed/Medline, 74 na
plataforma Web of Science e 53 na plataforma Scopus. Do total foram excluidos 77 estudos
duplicados. Apds a leitura e resumos, outros 102 foram excluidos, e 16 estudos foram
selecionados e lidos na integra. Destes estudos, 11 atenderam totalmente aos critérios de
inclus@o. Ao analisar as referéncias dos estudos selecionados, resgatou-se 5 estudos que
também atenderam aos critérios. Sendo assim, 16 estudos relevantes publicados no periodo de

andlise de 1978 a 2022 foram incluidos na revisdo sistematica (Fig. 1 - Fluxograma do
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PRISMA). A estratégia de busca obteve um coeficiente kappa de 0,858, indicando uma forte
concordancia entre avaliadores. De todos os 16 artigos submetidos a extracdo de dados, 9
estudos (56,25%) usaram sistemas in vitro, 5 estudos (31,25%) usaram modelos in vivo e 2
estudos (12,5%) combinaram esses modelos.

A origem geogréfica de todos os estudos foi Franca (28,57%, n = 10), Republica da Coréia
e Alemanha (11,43%, n = 4, cada), China (14,28%, n = 5), Canad4, Italia, Espanha, Estados
Unidos Estados da América (5,71%, n = 2, cada), seguidos por Japao, Coréia do Sul, Suécia e
Reino Unido (2,85%, n = 1, cada).

A aprovagao do uso de animais em procedimentos experimentais pelo Comité de Uso e
Cuidado de Animais foi citada em 57,14% (n=4) dos estudos, e as analises estatisticas realizadas

foram especificadas em 71,43% (n=11) dos estudos.

3.2 Caracteristicas dos estudos in vitro

3.2.1 Caracteristicas da Cultura de Células

A maioria dos estudos in vitro investigou os efeitos das substancias em queratindcitos
(62,5%; n = 10), principalmente a linhagem HaCaT (31,25%; n = 5) e NHEK (18,75%; n = 3).
Fibroblastos e macréfagos também foram usados (18,75%; n = 3 e 6,25%; n = 1,
respectivamente). A maioria das células foram cultivados em meio DMEM (25%; n = 4) e
DMSO (12,5%; n =2). As principais caracteristicas relacionadas a estudos in vitro sdo descritas

em detalhes na Tabela S6.

3.2.2 Caracteristica da intervencao

Das substancias utilizadas, apenas um estudo usou intervencao com compostos naturais
(6,25%; n = 1), os demais foram de origem sintética (25%; n = 4). As principais substancias
foram AM ([6-10do-2-methyl-1-(2-morpholin-4-ylethyl)indol-3-yl]-(4-
methoxyphenyl)methanone (31,25%; n = 5), sendo: AM630 (25%; n =4) com AM281 (6,25%;
n=1) e AM251 (6,25%; n = 1), seguidas de AEA (Anandamide) (25%; n = 4) e ACEA
(arachidonoyl-chloro-ethanolamide) (12,5%; n = 2).

Quanto aos procedimentos, a maioria dos estudos foi analisada por PCR (31,25%; n =35),

seguido de Western Blot (12,5%; n = 2) (Tabela S7).
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As principais concentragdes utilizadas variaram de 0,05uM a 30uM. Tendo como mais
frequente a dose de 10uM (25%; n=4) O tempo de exposicao as substancias mais prevalentes
foi de 24h (37,5%; n = 6), variando de 8h a 14 dias, sendo o mais frequente o periodo de 1 dia
(25%; n=4).

Na faixa de 10-20uM de agonistas num periodo de 24-48h, houve um pico da proliferacao
celular, bem como aumento da quimiotaxia de fibroblastos e queratindcitos e da migracdo
celular evidente nos estudos que envolveram arranhadura de drea da placa. Entretanto, doses

elevadas (20-30uM), reduziram a proliferacao celular.

3.3 Principais resultados

O agonista BCP (beta-caryophyllene), causou aumento de mais de 50 genes associados a
regeneracdo e cicatrizagdo, principalmente o gene HIF-1a 6ODD (dominio de degradagao
sensivel ao oxigénio) que regula positivamente o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)-A165 através do aumento da sintese de seu mRNA. Além disso, este agonista aumenta
a expressao de genes que codificam queratina e proteinas associadas, como KRTAP que sdo
expressos na haste do pélo e regula aproximadamente 40% dos genes com funcao de migracdao
celular. J4 a expressdo de genes GLI1, SOX9 e LRIGI estimulou a proliferacdo de células
tronco de foliculos pilosos, fibroblastos e queratindcitos.

Os agonistas demonstraram aumento do fator de crescimento transformador beta (TGFf)
em queratindcitos e fibroblastos na dose de 0,05-1uM. TGFp exerce efeitos pleiotropicos na
cicatrizacdo de feridas regulando a proliferacdo celular, diferenciacdo e modulacdo da resposta
imune. Os principais mediadores intracelulares da sinalizacdo de TGFf sdo as proteinas Smad.

Ap6s lesao aguda, TGFB ¢é rapidamente secretado por queratindcitos, plaquetas,
mondcitos, macréfagos e fibroblastos. O TGFB1 € essencial para iniciar a inflamacdo e
formacdo de tecido de granulagdo. O TGFp também estimula a contracdo da ferida através da
inducdo da expressdo de alfaactina no musculo liso em fibroblastos e inducdo da diferenciagao
de miofibroblastos. Além disso, o TGFB1 estd envolvido na angiogénese pela regulacio
positiva.

Em relacdo a andlise de presenca de receptores CB1 e CB2 na ferida ap6s administracao
dos agonistas, apenas um dos estudos apresentou dados de aumento (6,25%; n=1), dos
receptores CB1 e CB2 na membrana (6,25%; n=1), além do aumento da expressdo de genes

relacionados a esses receptores (6,25%; n=1). A expressdo dos receptores CB1 e CB2
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demonstrou ser dependente do tempo em cultura de fibroblastos e células mononucleares
imunes. A propor¢do de queratindcitos positivos para o receptor CB1 aumentou gradualmente
de 6h a 3 dias (dose 10-20ul) atingiu o pico em 5 dias e diminuiu gradualmente de 7 a 14 dias
apos a lesdao. As células positivas para o receptor CB1 durante a cicatrizagdo de feridas sdo
principalmente células mononucleares e fibroblasticas. Diferentemente, miofibroblastos
positivos para receptores CB2 atinge o pico em 5 dias apds o ferimento. A distribuicao dindmica
e a expressdo dos receptores CB1 e CB2 sugerem que esses receptores estdo envolvidos na

regulacdo do processo de reparo durante a cicatriza¢do de feridas cutineas.

3.4 Caracteristica dos estudos in vivo

3.4.1 Intervencao

A maioria das substancias utilizadas nos estudos sdo sintéticas (57,14% n=4), seguido
pelas substancias naturais (14,28% n=1) e em 28,57% (n=2) foram avaliados a expressdo e
ativacdo de receptores durante a cicatrizagdo, sem nenhum tratamento (Tabela S3).

Em cinco estudos as feridas foram tratadas com agonistas e antagonistas de receptores
canabinéides, sendo o agonista GP1a utilizado em 42,86% (n=3) dos estudos e o antagonista
mais comum foi o AM630 utilizado também em 42,86% dos estudos (n=3). Foram usados
também os agonistas -caryophyllene e CBD (20% n=1, cada) e o antagonistas JWH133 (20%
n=1). Em 3 estudos (42,86%) usou-se o agonista GPla e o antagonista AM630 juntos.

O veiculo utilizado em sua maioria foi o DMSO+Tween+solucao salina (42,86% n=3).
As vias de administracdo das substancias nos animais estudados foram injecdo intraperitoneal
(60%) e via topica (40%). A administracio foi uma vez ao dia em 80% dos estudos e em 20%
esse dado foi negligenciado. Todos os estudos cuja via de administracdo foi injecao
intraperitoneal utilizaram a dosagem de 3mg/kg/dia (100%). Os estudos cuja administracdo foi

por via tépica a dosagem foi de 0,05ml por 5 dias (20%, n=1) e ImL por 41 dias (20%, n=1).

3.4.2 Caracteristicas dos Animais Experimentais

Dos estudos que usaram animais experimentais, 85,71% (n=6) usaram camundongos

como modelo animal e 14,28% (n=1) utilizaram cavalos.
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Dos estudos com camundongos, 85,71% (n=6) dos estudos usaram machos e apenas
14,28% (n=2) usaram fé€meas, entretanto 28,58% (n=1) ndo relataram essa informacdo. A idade
foi apresentada em semanas, variando entre cinco e 10 semanas, e 28,58% (n=1) dos estudos
negligenciaram esse dado. O peso dos animais variou de 20 a 40 gramas e foi relatado em
57,14% (n=4) dos estudos (Tabela S2). Dos cavalos foram utilizados 3 machos castrados e 3
fémeas, com idade de 156 a 521 semanas (3-10 anos), o peso foi omitido.

Entre as cepas de camundongos encontradas nesta revisdo, BALB/c foi o mais frequente
(57,14%, n=4), seguido de C57BL/6J, CD-1 e SKH1 (14,28%, n=1, cada). Os cavalos usados
foram da raca Standardbred (100%). (Tabela S2). Encontramos estudos com outros modelos
animais durante o processo de sele¢do do estudo, como o rato, mas foram descartados por nao

atenderem aos requisitos dos demais critérios de selegao.

3.4.3 Caracteristicas das feridas

Feridas de pele dorsal foram feitas em todos os sete estudos que utilizaram modelos
animais (100%), 85,2% (n=5) dos estudos com feridas de excisao e 14,8% (n=1) com feridas
de incisdo (Tabela S2).

Todos os estudos (100%) apresentaram dados quanto ao nimero de feridas e 85,71%
(n=6) apresentaram dados referentes ao tamanho das feridas, sendo o mais comum de uma
ferida (33,33%), duas feridas (33,33%), quatro e cinco feridas (16,67%, cada). O tamanho mais
comum das feridas foi de 6mm de didmetro (33,33%; n=5), seguido 1,5x1cm?, 5cm? e 2,5¢cm?
(16,66%, n=2, cada).

Seis dos sete estudos (85,71%) apresentaram dados sobre os dias de bidpsia das feridas,
variando de 1 a 21 dias (Tabela S2), sendo que 14,28% (n=1) dos estudos esse dado foi
negligenciado. O periodo de avaliagdo e apresentacdo dos dados relacionados ao
acompanhamento do fechamento da ferida foi apresentado em 85,71% (n=6) dos estudos, e essa

informacao foi negligenciada por 14,28% (n=1) dos estudos, conforme mostrado na Tabela S2.
3.5 Resultados principais
O agonista B-caryophyllene apresentou aumento da reepitelizacdo e da proliferacao

celular, com aumento da expressdo de queratinas, presenga de fibroblastos na borda da ferida,

migracao de queratindcitos, coloracdo para o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
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associado a fibroblastos na drea inferior da derme. Além disso, observa-se migracdo de
fibroblastos para o leito da ferida e formacdo se uma MEC de tecido de granulacdo. Ocorre
também aumento do fator de crescimento derivado de plaquetas-A e -B (PDGF-A e -B)
expressos em fibroblastos e queratindcitos na borda da ferida. Com coloragdo BrdU, observou-
se aumento das células tronco da camada basal da epiderme, foliculo pilosos, derme papilar e
leito da ferida. Houve também, queda da IL-1f e IL6 18h apds a lesdo, mas posterior aumento
de IL-1P 2,7 vezes quatro dias apds a lesdo, aumento de TNFa. Ocorreu diminui¢ao do processo
inflamatdrio e imune e aumento dos genes que codificam a migracdo e proliferagdo. Observou-
se ativacdo da via de sinalizacdo do fator de crescimento de fibroblastos e de proliferacio de
queratindcitos.

O agonista GPla aumentou a presenca de polimorfonuclados nas primeiras horas da
lesdo, mas diminuiu os fibroblastos (12h-24h). Os fibroblastos apenas comegaram a surgir a
partir do terceiro dia. Entre o quinto e nono dia observou-se aumento de células endoteliais,
tecido fibrético, menor deposicao de coldgenos de fibras finas. Houve diminuicao da espessura
da pele com o decorrer do tempo (9-21dias). Observou-se também menor expressao de mRNA
para Collal, col3al e actina alfa. Na fase tardia do processo cicatricial (10-21 dias), o GPla
demonstrou contracdo da ferida, maior reepitelizacdo, menor infiltracio inflamatéria e
formacdo de tecido granular e formacgdo de fibras coldgenas delgadas e cicatriz fina. Houve
também diminui¢do da expressdo do mRNa de MCP1, SDF-1 e TNF-a. Apresentou queda de
IL-6, IL-1B, VEGFA e aumento de IFN-y. O antagonista AM630 teve seus efeitos positivos
tardiamente na ferida (9-21 dias) com aumento da presenca de fibroblastos, aumento do
coldgeno de fibras espessas e maior expressdo dos genes para Collal, col 3al e actina alfa.

Pode-se descrever que na fase inicial do processo de cicatrizacdo (12-24h),
principalmente fase inflamatdria (aguda) houve aumento do TGF-B, TBR1 e Smad 7 nos
fibroblastos. J4 na fase de remodelacdo (9-21 dias) o antagonista j4 sinalizava a diminuicao de
TGF-B, TBR1 e Smad 7 nos fibroblastos.

Dois dos sete estudos in vivo (% n=2) analisaram apenas a expressdo de receptores
endocanabindides na ferida sem nenhum tratamento. Observou-se que a expressdo de
receptores CB2 aumentou no inicio do processo cicatricial (12-24h) e se manteve elevado
durante, adquirindo um pico de expressdo de seu mRNA no quinto dia. J4, a partir da fase de
remodelacdo de 7-21 dias houve queda na expressdo. O receptor CB1 foi expresso de forma

continua dos dias 1-5, ativando a via da expressdo de PPARa na epiderme, glandulas sebaceas
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e macrofagos. No dia 4 houve aumento da expressdo de PPARa no estrato granuloso, espinhoso

e basal e no dia 5, sua queda juntamente com a expressao do receptor.

Figura 2. Principais vias ativadas pelos agonistas endocanabindides encontradas nesta revisao
sistematica.
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3.6 Risco de viés

Os resultados detalhados para a andlise de viés sdo mostrados na Fig. 2 e 3. Nenhum
estudo preencheu todos os requisitos critérios metodoldgicos analisados. Em relagdo ao viés de
selecdo, o processo de geracdo da sequéncia nao foi relatado de forma clara em 100% dos
estudos (n = 7). Quanto as caracteristicas dos grupos animais, 7 estudos (100%) relataram essa
informacdo de forma clara. 4 estudos (57,14%) nao relataram informacdes sobre o sigilo da
alocacao de forma clara (Q3). 5 estudos (71,42%) relataram de forma ndo clara a aleatoriedade
do experimento (Q4). A mesma quantidade ndo apresentou informacdes sobre o cegamento dos
cuidadores (Q5) e, como tal, o desfecho foi avaliado como apresentando alto risco de viés. Em
6 estudos (85,71%) nao foi relatado a aleatorizacdo do resultado para viés de deteccdo (Q6).
Além disso, avaliador dos resultados nao foi cegado em 100% dos estudos (n=7; Q7). 5 estudos

(71,42; Q8) mostraram dados de resultados incompletos. 5 estudos (71,42%) apresentaram viés
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de relato ndo claro (Q9). Além disso, 7 estudos (100%; Q10) apresentaram outras fontes
potenciais de viés. Apenas um estudo (14,28%) apresentou alto risco de viés nas condicdes de
armazenamento e randomizacdo dos animais (Q11; Q12). 6 estudos (85,71%) apresentaram
baixo risco de viés quando foi feita a andlise dos dados de fechamento da ferida apresentados

com dias de acompanhamento, fotos e gréficos.

Figura 3. Resultados do risco de viés e indicadores de qualidade metodoldgica que avaliaram a
capacidade da estimulacdo agonista de receptores canabindides em acelerar o processo de
cicatriza¢do da pele. Os itens na avaliacdo de risco de viés do Review Centre for Laboratory
464 Animal Experimentation (SYRCLE) foram pontuados com “sim” indicando baixo risco de
viés, “ndo” indicando alto risco de viés ou “incerto” indicando que o item nao foi relatado,
resultando em um risco desconhecido de viés.
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Figura 4. Resumo do risco de viés: revisao dos julgamentos dos autores sobre o risco de itens
de viés para cada um dos estudos incluidos. Verde: baixo risco de viés; amarelo: risco incerto
de viés; e vermelho: alto risco de viés.
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4 DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas gerais

O uso de plantas medicinais na medicina da regeneracdo, especialmente para reparo
cutaneo, tem sido amplamente investigado em inimeras pesquisas (Pazyar al, 2014; Teplicki et
al, 2018; Ibrahim Mssillou et al, 2022). No entanto, varios de seus efeitos e mecanismos de
acdo ainda ndo sao bem elucidados, principalmente devido a interacdes complexas entre os seus
receptores € vias intracelulares de sinalizagdo. Compreender as interagdes moleculares e
celulares da associacdo entre a ativagao dos receptores e a cicatrizagao de feridas é de suma
importancia para esclarecer seus efeitos terapéuticos, que podem melhorar a reparacdo tecidual

e reduzir o tempo de tratamento de feridas.
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Sendo assim, desenvolvemos uma revisao sistematica para investigar como os derivados
diretos (naturais) e indiretos (sintéticos) da Cannabis sativa L. atuam em seus receptores
durante o processo cicatricial, bem como as vias que sdo ativadas durante a ativagao dos
receptores. Além disso, analisou a expressao desses receptores no processo de reparo tecidual
em modelos in vivo € in vitro.

E importante ressaltar que estudos in vitro e in vivo sio estudos utilizados em diferentes
etapas do desenvolvimento de pesquisas. Os estudos in vitro sao usados como uma espécie de
sele¢do, que determina os produtos mais eficazes para a serem testados in vivo. Além disso,
também funciona para dar dicas de eficdcia e segurancga antes dos ensaios clinicos (S. Srouji,
2009).

Se tratando de local de estudo a Franca apresentou maior niimero de estudos (n=10) visto
que nesse pais a cannabis € a droga ilicita mais apreendida e consumida por jovens sob a forma
de resina apresentando bastante interesse nas pesquisas com essa espécie (Laurence D., Fabrice

B., 2017).

4.2 Caracteristicas dos estudos in vivo

A partir de estudos in vivo, camundongos foram usados principalmente como modelo
animal. Os camundongos sdao modelos pré-clinicos de enorme importancia, pois sao
econOmicos e fdceis de manusear, o que favorece investigacdes moleculares celulares
abrangentes. Assim, justifica-se a sua escolha em 87,5% dos estudos distribuidos analisados em
diferentes continentes. (Shrivastav et al., 2018). Além disso, esse modelo animal apresenta
caracteristicas anatdmicas, semelhancas fisiolégicas e especialmente genéticas com humanos
(Nogueira, 2020). Esses modelos permitem também medi¢des bioquimicas € macroscopicas, €
o acompanhamento das diferentes fases do processo cicatricial, especialmente as fases
inflamatéria e proliferativa (Trgstrup, H. et al, 2016). Animais machos foram
predominantemente usados. Essa escolha se deu, provavelmente pelos diferentes
comportamentos associados aos ciclos hormonais das fémeas, que pode comprometer os
resultados dos experimentos. Além disso, as fémeas sdo mais sensiveis a toxicidade oral aguda,
bem como a toxicidade dérmica, do que os machos (Enrico Sangiovanni, et al, 2019).

As faixas etdrias dos animais foram semelhantes, o que € importante para estudos
avaliando a cicatrizacao de feridas, ja que ratos idosos influenciam na formagao de novos vasos,

fechamento de feridas, reepitelizacdo, e a resolugdo do processo inflamatorio (Nogueira, 2020).
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Em relacdo as caracteristicas das feridas, a maioria dos estudos utilizou apenas feridas
excisionais e incisionais no dorso dos animais. De fato, as feridas excisionais e incisionais no
dorso dos animais sdo os modelos mais populares utilizados para investigar os processos de
cicatrizagdo. Esses modelos impedem o animal de alcancar e manipular a ferida, e permitem
avaliar o processo de cicatrizagdo dependente do tempo de multiplas feridas e o tratamento e
controle podem ser realizados no mesmo camundongo. O nimero de feridas mais incidente foi
uma ferida, nimero ideal para evitar o estresse e reduzir o viés nos resultados e
consequentemente reduzir citocinas e fatores de crescimento que podem atuar negativamente
no reparo da ferida (Alves, 2020; Qing, C, 2017).

A maioria das substancias utilizadas sdo sintéticas, visto que para esse tipo de pesquisa é
a melhor forma de manejo de substancias conhecidas e agonistas eficazes para acdo sobre
receptores. Além disso, a cannabis medicinal € ilegal em varios paises, o que tem levado a um
aumento de pesquisas com moléculas semelhantes, mimetizando os endocanabindides
enddégenos (Inés B. Correia-S4, 2020). O veiculo utilizado in vitro em sua maioria foi o DMEM
(25%; n = 4) que tem importantes efeitos na conservacao e nutricdo das células, seja por sua
penetracdo rapida e penetragdo aumentada de outras substancias através das membranas
bioldgicas. Além disso, a toxicidade sist€émica do DMEM ¢ considerada baixa (Brayton, 1986).

A via de administracdo mais utilizada foi a injecao intraperitoneal que é comumente usada
em ratos e camundongos, mas pode ser utilizada em outras espécies. Nao é necessdria anestesia
e a injecdo € feita no quadrante abdominal inferior direito. Sua escolha geralmente € feita por
suportar maiores volumes e quantificar com maior precisao a dose a ser administrada, que no
nosso estudo foi de 3mg/kg/dia em todos os estudos que esse método foi aplicado (Zitian He,

2020).

4.3 Caracteristicas dos estudos in vitro

As células mais utilizadas nos estudos analisados foram os queratindcitos, seguidas dos
fibroblastos e macrofagos. As células da linhagem HaCaT sdo amplamente utilizadas em
pesquisas cientificas para estudar a fisiopatologia da epiderme e sua homeostasia, bem como
analisar os aspectos, bioquimicos, moleculares, celulares e histoquimicos (Seo, M.D. et al,
2012). Pesquisas recentes em biologia de feridas esclareceram as vias moleculares que regem
a reepitelizacdo dos queratindcitos em locais de feridas, onde a cultura de queratindcitos tem

possibilitado diversos estudos sobre a cicatrizagdo (Santoro, M.; Gaudino, G., 2015). As células
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fibroblasticas também sdo amplamente utilizadas, pois servem para analisar o comportamento
bioquimico e a a¢do dos fatores de crescimento nas dreas de lesdo (Garbuzenko, E. et al, 2002;
Kikuchi, K., 1995). Para manter a estrutura e o bom funcionamento da pele, os queratindcitos
e os fibroblastos atuam sinergicamente com células de defesa, regulando a resposta imune
cutanea a agentes bioldgicos, agentes fisicos e quimicos. Os queratindcitos formam a barreira
da pele através de uma camada altamente complexa no processo de diferenciacdo, e os
fibroblastos fornecem citocinas fisiologicamente relevantes e fatores de crescimento (Hénel,
K.; Cornelissen, C.; Liischer, B.; Baron, J., 2013). Todos esses pontos positivos, somados ao
fato de que essas células sdo faceis de crescer in vitro e estdo intrinsecamente relacionados a
doencas de pele, tornam a cultura de células uma ferramenta importante para entender o efeito

das plantas medicinais em lesdes cutineas.

4.4 Agonismo, antagonismo e expressao de receptores

O agonismo corresponde a ligacdo de uma substincia endogena ou ndo a um receptor e
1sso € capaz de ativd-lo e ativar as cascatas de reagOes intracelulares bioquimicas que resultam
em uma resposta bioldgica. Os resultados obtidos indicaram que o agonismo dos receptores
causou o aumento de genes associados a regeneracdo e cicatrizacdo, como o HIF-1a (dominio
de degradacdo sensivel ao oxigénio) que regula o fator de crescimento endotelial vascular.
Verificou-se a ativacdo desse gene leva a uma nova expressdo génica induzida transitoriamente
de genes relacionados a angiogénese Acta2 e Pecam1, bem como o gene alvo HIF-1a, que ativa
o aumento de Vegf (Veith et al, 2018, Tonnesen MG, Feng X, Clark RA, 2000). Além disso,
foi demonstrado que a entrega do gene HIF-la aumenta o nimero de células endoteliais e
células musculares lisas, sendo precursoras de vasos sanguineos maduros durante a cicatrizacao
de feridas (Thiersch, 2013). Além disso, aumentou a expressdo de genes que codificam
queratina e proteinas associadas a genes com funcdo de migragao celular e genes que estimulam
a proliferacao de células tronco em fibroblastos e queratinécitos (Anthony D Metcalfe, Mark
W.J Ferguson, 2016).

O agonismo demonstrou aumento do fator de crescimento transformador beta (TGFf3) em
queratinocitos e fibroblastos. O TGFp exerce efeitos na cicatrizagdo de feridas regulando a
proliferacdo celular, diferenciacdo e modulag¢ao da resposta imune. Os principais mediadores

intracelulares da sinalizacdo de TGFp sdo as proteinas Smad.
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Depois de uma lesdo o TGFp ¢ secretado por queratindcitos, plaquetas, mondcitos,
macréfagos e fibroblastos, para iniciar a inflamagdo e formacdo de tecido de granulacdo. O
TGFp também estimula a contragdo da ferida através da indugao da expressao de alfaactina no
musculo liso em fibroblastos e inducao da diferenciacdo de miofibroblastos (Dimitra Kiritsi,
Alexander Nystrom, 2018).

A via de sinalizagdo do TGFp consiste em componentes centrais que criam uma rede
complexa de interagdes entre membrana e nucleo. O receptor TGFf consiste em um receptor
dimérico serina/treonina quinase transmembrana chamado receptor tipo 1 acoplado a um
receptor heterotramérico chamado de receptor tipo 2. A parte 2 desse receptor, ao ser ativado
pelo TGFBB, fosforila o receptor tipo 1 e recruta uma proteina R-SMAD citoplasmatica que é
fosforilada pelo receptor tipo 1. Também forma uma ligagdo com a R-SMAD e Co-SMAD que
vao em complexo ao nucleo exercer suas fun¢des. Os complexos Smad se acumulam no nucleo,
onde interagem com proteinas especificas de ligacdo ao DNA e recrutam correpressores ou
coativadores para regular a expressdo de genes-alvo especificos (Alexander Weiss, Liliana
Attisano, 2012). Sendo assim, a partir do nicleo, o TGF-f estimula a expressdo da fibronectina
e das integrinas a5B1, avB5 e avp6 nos queratindcitos, induzindo assim um fendtipo migratorio

(Coert Margadant, Arnoud Sonnenberg, 2010).

4.5 Presenca de receptores na ferida

Da andlise de presenca de receptores CB1 e CB2 expessos na ferida apos administracao
dos agonistas, apenas um dos dois estudos apresentou dados de aumento, dos receptores CB1 e
CB2 na membrana (6,25%; n=1).

O sistema endocanabinéide € formado por receptores canabindides (CB), seus ligantes
endogenos, como anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), e enzimas responsaveis
por sua sintese e metabolismo. Os receptores canabindides tipo 1 e 2 sio membros da familia
dos receptores acoplados a proteina G e apresentam distribuic@o por todo corpo (Velnar, Bailey,
e Smrkolj, 2009). Os receptores CB1 estdo localizados principalmente no sistema nervoso
central, mas podem também serem encontrados na periferia, como pele, figado e musculo
esquelético. Por outro lado, os receptores CB2 estdo localizados principalmente em células do
sistema imunoldgico, como macréfagos e linfécitos. No entanto, também podem estar presentes

em neurdnios e outros tecidos periféricos (Reinke, J.M. and H. Sorg., 2012)
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Atualmente, um sistema endocanabinoide funcional foi identificado na pele (Inés
Correia-Sa, 2020). Os receptores CB1 e CB2 foram encontrados em queratindcitos, células do
foliculo piloso, células sebaceas, glandulas sudoriparas, neur6nios sensoriais, células imunes,
mastocitos e fibroblastos (Mukhopadhyay etal., 2010). A ativacdo ou inativagdo de os
receptores CB1 e CB2 com agonistas ou antagonistas seletivos foram propostos como
potenciais agentes terapéuticos para tratar diferentes doencas de pele (In€s Correia-S4, 2020).
Foi demonstrado que o sistema endocanabinoide estd envolvido na fisiologia da pele em
funcdes como proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e regulacido de processos inflamatdrios
(Ehrlich, H.P., et al, 1994; Aarabi, S., M.T. Longaker, and G.C. Gurtner, 2007), porém seu
mecanismo ndo é tdo amplamente elucidado. Acredita-se que este receptor tenha um papel
fundamental na modulagio da resposta ao estresse a influenciando o eixo hipotadlamo-hipofise-
adrenal (Yano, S., et al, 2004). As células que se tornaram positivas para o receptor CB1 durante
a cicatrizacdo de feridas sdo principalmente células mononucleares e fibroblasticas no inicio da
cicatrizacdo, os macréfagos positivos para receptores CB2 atinge um maximo trés dias apds o
ferimento, enquanto a propor¢do de miofibroblastos positivos para receptores CB2 atinge o pico

em 5 dias apos o ferimento, sendo sua a¢cdo mais tardia (Matsuda, L.A., et al., 1990).

4.6 Beneficios e limitagoes

As revisOes sistemdticas sdo consideradas pesquisas de alto nivel que permitem a
avaliacdo individual de estudos de forma cega usando ferramentas especificas. Tais
caracteristicas levam a uma visao mais inclusiva, abordagem nao tendenciosa, para fornecer ao
leitor uma ampla compreensdo dos estudos incluidos nestas. Os resultados apresentados neste
estudo sdo importantes e valiosos para o possivel uso de agonistas do sistema canabindide em
medicamentos para cicatriza¢do da pele, visto que foi observado que o uso deles aceleram esse
tratamento de feridas cutianeas. No entanto, eles também devem ser tratados com cautela, uma
vez que a maioria dos estudos apresentou variabilidade metodoldgica significativa. O risco de
viés revelou limitagOes especificas nas pesquisa, associados a subnotificacdo de informacdes,
como geracao da sequéncia, avaliacdo aleatdria dos resultados e cegamento dos participantes.
Objetivamente, as limitagdes citadas acima nao indicam que os pesquisadores ndo avaliaram
essas parametros, mas ¢ uma forte evidéncia de que essa informacdo ndo foi incluida na

pesquisa. Portanto, considerando essas limitacdes, esperamos que esta revisdo sistematica,
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embora admitindo sua natureza qualitativa intrinseca ao descrever pontos importantes de viés,

contribua para estudos futuros, relatando elementos de viés.

5 CONCLUSAO

Em linhas gerais, mostrou-se evidéncias sobre o efeito regenerativo e cicatrizante
potencial dos agonistas canabindides em feridas incisionais e excisionais. Estas foram
observadas em modelos pré-clinicos mas que se assemelham aos mecanismos observados em
humanos durante a reparagdo tecidual, levando em consideracdo também os ensaios in vitro.
Esses estudos demonstraram a eficdcia do agonismo canabindide em apresentar aumento da
reepitelizacdo e da proliferacdo celular, com aumento da expressao de genes que ativam células
indispensaveis para a aceleracdo da cicatrizagdo de feridas cutaneas. Seus efeitos benéficos
estdo principalmente associados a estimulacdo da contracdo da ferida, da neoangiogénese,
reepitelizacdo e estimulacdo da expressdo de genes que ativam vias da cicatrizacdo. Os
agonistas atuaram primariamente, nas primeiras horas da ferida e os antagonistas na fase mais
tardia, ambos objetivando o fechamento da ferida. O agonismo atuou em diversas vias génicas
e de sinalizacdo intracelular. Sendo assim, conclui-se que o agonismo endocanabindide é
acelerador do processo de cicatrizacdo de feridas por diversas vias. Sendo uma abertura
interessante de novas perspectivas ao desenvolvimento de firmacos para esse fim a base de
substincias naturais ou sintéticas derivadas da Cannabis sativa L. para obter um reparo tecidual

eficaz, mais barato e que traga maior bem estar ao paciente.
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ANEXOS

As Tabelas S1, S2, S3, S4, S5 e S6 sdo apresentadas, a seguir, como material suplementar.

TABELA S1 — Estratégia de busca nas plataformas

DATA
BASE

DESCRIPTORS

ITENS
FOUND

TIME

DATE

O m £ w cC

#1 Cannabis

(“cannabis”[MeSH Terms] OR
“cannabis”’[TIAB] OR
“cannabidiol”’[MeSH Terms] OR
“cannabidiol”’[TIAB] OR “medical
marijuana”’[MeSH Terms] OR “medical
marijuana”’[ TIAB] OR “medical
cannabis”’[TIAB] OR
“cannabinoids”’[MeSH Terms] OR
“cannabinoids”’[TIAB] OR “receptors,
cannabinoid”’[MeSH Terms] OR
“cannabinoid receptor”’[ TIAB] OR “hemp
plant”[TIAB] OR “marijuana use”’[MeSH
Terms] OR “Marijuana Use”[TIAB] OR
“endocannabinoids”’[MeSH Terms] OR
“endocannabinoids”’[TIAB] OR
“Cannabinoid Receptor Modulators”’[MeSH
Terms] OR “Cannabinoid Receptor
Modulators”[ TIAB] OR “cannabinoid
receptor agonists”’[MeSH Terms] OR
“cannabinoid receptor agonists”’[ TIAB] OR
“cannabinoid receptor agonist”’[TIAB])

56,188
results

16:46

29/10/
2022

#2 Wound Healing

(“Wound Healing”[MeSH terms] OR
“Regeneration”[MeSH terms] OR “Wound
Healing”[TTAB] OR
“Regeneration”[TIAB])

371,737
results

16:48

29/10/
2022
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#3 Filtro animal

("animal experimentation"[MeSH Terms]
OR "animal experimentation"[TIAB] OR
"models, animal"[MeSH Terms] OR
"models, animal"[TIAB] OR
"invertebrates"[MeSH Terms] OR
"invertebrates"[TIAB] OR
"animals"[Mesh:noexp] OR
"animals"[TIAB] OR "animal population
groups"[MeSH Terms] OR "animal
population groups"[TIAB] OR
"chordata"[MeSH Terms:noexp] OR
"chordata"[TIAB] OR "chordata,
nonvertebrate"[MeSH Terms] OR
"chordata, nonvertebrate"[TIAB] OR
"vertebrates"[MeSH Terms:noexp] OR
"vertebrates"[TIAB] OR
"amphibians"[MeSH Terms] OR
"amphibians"[TIAB] OR "birds"[MeSH
Terms] OR "birds"[TIAB] OR
"fishes"[MeSH Terms] "fishes"[TIAB] OR
"reptiles"[MeSH Terms] "reptiles"[TIAB]
OR "mammals"[MeSH Terms:noexp] OR
"mammals"[TIAB] OR "primates"[MeSH
Terms:noexp] OR "primates"[TIAB] OR
"artiodactyla"[MeSH Terms] OR
"artiodactyla"[TIAB] OR
"carnivora"[MeSH Terms] OR
"carnivora"[TIAB] OR "cetacea"[MeSH
Terms] OR "cetacea"[TIAB] OR
"chiroptera"[MeSH Terms] OR
"chiroptera"[TIAB] OR "elephants"[MeSH
Terms] OR "elephants"[TIAB] OR
"hyraxes"[MeSH Terms] OR
"hyraxes"[TIAB] OR "insectivora"[MeSH
Terms] OR "insectivora"[TIAB] OR
"lagomorpha"[MeSH Terms] OR
"lagomorpha"[TIAB] OR
"marsupialia"[MeSH Terms] OR
"marsupialia"[TIAB] OR
"monotremata"[MeSH Terms] OR
"monotremata"[TIAB] OR
"perissodactyla"[MeSH Terms] OR
"perissodactyla"[TIAB] OR
"rodentia"[MeSH Terms] OR

5,211,916
results

16:50

29/10/
2022
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"rodentia"[TIAB] OR "scandentia"[MeSH
Terms] OR "scandentia"[TIAB] OR
"sirenia"[MeSH Terms] OR
"sirenia"[TIAB] OR "xenarthra"[MeSH
Terms] OR "xenarthra"[TIAB] OR
"haplorhini"[MeSH Terms:noexp] OR
"haplorhini"[TIAB] OR
"strepsirhini"[MeSH Terms] OR
"strepsirhini"[TIAB] OR
"platyrrhini"[MeSH Terms] OR
"platyrrhini"[TIAB] OR "tarsii"[MeSH
Terms] OR "tarsii"[TIAB] OR
"catarrhini"[MeSH Terms:noexp] OR
"catarrhini"[TIAB] OR
"cercopithecidae"[MeSH Terms] OR
"cercopithecidae"[TIAB] OR
"hylobatidae"[MeSH Terms] OR
"hylobatidae"[TIAB] OR
"hominidae"[MeSH Terms:noexp] OR
"hominidae"[TIAB] OR "gorilla
gorilla"[MeSH Terms] OR "gorilla
gorilla"[TIAB] OR "pan paniscus"[MeSH
Terms] OR "pan paniscus"[TIAB] OR "pan
troglodytes"[MeSH Terms] OR "pan
troglodytes"[TIAB] OR "pongo
pygmaeus"[MeSH Terms] OR "pongo
pygmaeus"[TIAB])

Combined search: #1 AND #2 AND #3

95 results

16:52

29/10/
2022
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DATA

ITENS

BASE DESCRIPTORS FOUND TIME | DATE
#1 Cannabis
TS=cannabis OR TS=cannabidiol OR
E TS=medical marijuana OR TS=medical
cannabis OR TS=cannabinoids OR 29/10
B TS=receptors, cannabinoid OR 69.114 17:13
TS=cannabinoid receptor OR TS=hemp /2022
plant OR TS=marijuana use OR
) TS=endocannabinoids OR
F TS=Cannabinoid Receptor Modulators
OR TS=cannabinoid receptor agonists OR
TS=cannabinoid receptor agonist
#2 Wound Healing 29/10/
C 375.616 17:15
TS= wound healing OR TS= Regeneration 2022
I
E #3 Animals
N TS=mice OR TS=mouse OR TS=rat OR
TS=rats OR TS=dog OR TS=dogs OR 29/10/
C TS=rabbits OR TS=murine model OR 4.225.566 | 17:17
E TS=guinea pig OR TS=hamster OR 2022
TS=animal model
(Clarivat
e)
29/10/
((#1) AND (#2 AN)D (#3)) 86 17:17

2022
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DATA
BASE

DESCRIPTORS

ITENS
FOUND

TIME

DATE

»n " O 0O wv

Cannabis: #1

(TITLE-ABS-KEY (“cannabis”) OR TITLE-
ABS-KEY (“cannabidiol”) OR TITLE-ABS-
KEY (“medical marijuana”) OR TITLE-
ABS-KEY(“medical cannabis™) OR TITLE-
ABS-KEY (“cannabinoids”) OR TITLE-
ABS-KEY (“receptors, cannabinoid”) OR
TITLE-ABS-KEY (“hemp plant”) OR
TITLE-ABS-KEY (“marijuana use”) OR
TITLE-ABS-KEY (“endocannabinoids”) OR
TITLE-ABS-KEY (“endocannabinoid”) OR
TITLE-ABS-KEY (“cannabinoid receptor
modulators”) OR TITLE-ABS-

KEY (“cannabinoid receptor agonists’) OR
TITLE-ABS-KEY (“cannabinoid receptor
agonist”))

89,024

17:35

29/10/
2022

#2 Wound Healing

(TITLE-ABS-KEY (“wound healing”) OR
TITLE-ABS-KEY (“Regeneration”))

536,542

17:35

29/10/
2022

Combined search: #1 AND #2

Limited to: Animal Model

55

17:37

29/10/
2022




TABELAS IN VIVO

TABELA S2 — Caracteristicas dos modelos animais
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Authors Cowntry Animal Strain Sex Age Weight
Koyamaetal, 2019 | EUA | Mice C57g];“é6j el 9 | giowk | °
Du et al, 2018 England | Mice Balb/C 3 8 wk 22-28¢
Sha“'sgglll 6Ll etal | China | Mice Balb/C 3 79wk |22-28¢
Zheng et al, 2012 China Mice Balb/C 3 ? 35-40 g
Mclver et al, 2020 | Astralia | Horse | Standardbred |33 -39 |136-521 wk ?
Mice CD-1 Q 8-10 wk ?
Wohlman et al, 2016 EUA Mice CRL: HSrKHl- £ 5 wk 9
Wang et al, 2016 China Mice Balb/C 3 8 wk 20-25¢g
TABELA S3 — Caracteristicas da lesao
. . Initial .
Authors Lesion Site area Number | Infection
Koyama et al, 2019 | Excision Dorsum Scm D 1 Uninfected
Du et al, 2018 Incision Dorsum 1,5x1cm 1 Uninfected
Shan-Shan Li et al, .. .
2016 Excision Dorsum 6mm D 2 Uninfected
Zheng et al, 2012 Excision Dorsum 1,5x1 cm 1 Uninfected
Mclver et al, 2020 Excision Dorsum of paw 2,5cm?2 5 Infection
Two 6-millimeter
Sulfur dlameter' glass 9 ’ Uninfected
mustard microfiber
Wohlman et al, 2016 .
filters/Dorsum
nitrogen
mustard dorsal vapor cup 2
Wang et al, 2016 Excision Dorsum 6mm D 2 Uninfected




TABELA S4 — Caracteristica da intervencao
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saline

Susbsta Treat
Authors nce | Treatme Vehicle Ro Appllca ment Con.centr
charact nt ute | tion . ation
: time
erist
B-
Koyama et al, . . . Top| Once
2019 syntetic | caryophy olive oil B daily 5d 0,05ml
llene
GPla DMSO, Tween,
Du et al, 2018 | syntetic | AM630 physiological IP Onpe 13,5, | 3mg/kg/d
. daily 7,9d ay
JWH133 saline
12h
GPla 1.3 g
Shan-Shan Li . DM30, Tween- Once | 7,9, | 3mg/ke/d
syntetic 80, physiological | IP .
et al, 2016 AMG630 saline daily | 11, 13, ay
M 17e21
d
analise
recccaietor Nao
Zheng et al, |unattend p ~ . se | Nao se
e Nao se aplica . . 21 ?
2012 ed apli | aplica
presenca
ca
de
células
Mclver et al, in UMF-5, UMF-20 | Top| Once
2020 natura CBD or saline ic daily 41d 1%
andlise
recgetor Nao
Wohlman et | unattend p ~ . se | Nao se
e Nao se aplica . . ? ?
al, 2016 ed apli | aplica
presencga
ca
de
células
Wang et al GPla DMSO, Tween,
, ) . . 9
2016 syntetic AM630 physiological 1P ? 21d 3mg/kg




TABELAS IN VITRO

TABELA S5 — Caracteristicas das células

42

. Sourc Culture
Authors Cowntry | Cell type Cell lineage o Medium
Ramot et al., 2013 Germany | Keratinocytes humanos ? )
. . bovino +
imortalizados g
antibidticos
Koyamaetal, 2019 | EUA | RCraUNOCY(e, | nospy e mice | Fele DMSO
Fibro. Ratos
Spain or | Keratinocyte, o USC
Bort et al, 2017 USA Fibro. ) Prof DMEM-F12
Wang ctal, 2016 | China | SCratnocytes | pocarkcs | 2 DMSO
Descalzi etal, 2012 | Traly | KCTaUNOCYES | No1coga4 | ICLC | MEM-EBSS
Keratinocytes NIH-3T3;
Del Rio et al, 2016 Spain Fib y HEK-293TCB; ? DMEM
» PO | NHDFs; MEFs
Paradisi etal, 2007 | laly | <CUMOYIS | pcakes | 7 | MEMAFI2
Keratinocytes NHEK; HPV-
Wilkinson et al, 2006 UK y 16 E6 E7 ATCC EpiLife
transf
Huma e
Sugawara et al, Germany | MCs/ células ? n Wﬂha.n SE
medium
scalp
soro EpiLife
SUuplementado
com
insulina 1pM ,
cortisol 1uM,
100pgml-
1 estreptomicina
NHEK ? , 100uM-
Keratinocyt 1 penicilina,
Toéth et al, 2011 Hungary eratmocytes 50uml-
1 anfotericina B,
extrato de
hipéfise bovina
a0,4% e
0,06mM CaCl2
DMEM
suplementado
l')
HaCat KCs ! com 10% de

soro fetal de
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bezerro, 2mM
L-glutamina e

antibioticos
1: 1 de meio
Germa essencial
n minimo e meio
Maccarrone et al, Keratinocytes | HaCat KCs; Cance | F-12 de Ham
Italy r com 10% fetal
2003 NHEK
Resear | soro de bezerro
ch e 1% de
Center | aminoacidos

ndo essenciais

TABELA S6 — Caracteristicas da intervencao

Authors Intervention Dose [ Incub.a L
Treatment period
Ramot et al., 2013 ACEA IyM ? 8h
BCP; AM630; 23uM-10uM;
b b b f7
Koyama et al, 2019 TWHI133 7.9uM: 1uM ! 24h
JWO015; AM281; | 0,05;0,1;0,5; 1uM, 0,2%
Bort et al, 2017 AM630 1.0uM | DMSO in PBS 24h
Wang et al, 2016 AMG630; GPla |0,2;1;5;25uM | 0,1% DMSO 24h
) PRP; IL-1a;
9 ) . 9
Descalzi et al, 2012 PRP4IL-1a 20uM; 30uM ] 24h+24h
AMG630;
WIN55,212-2; )
Del Rio et al, 2016 | TGBFbl; CBD; 10uM miig;g/é?rll c 12%112%
HU331; y
VCE004.8
Paradisi et al, 2007 AEA; 5AC 1uM TPA+Ca 24h+5d
.y THC; CBD;
Wilkinson et al, 2006 CBN: CBG 20uM DMSO 24h+72h
AEA ou ACEA 30uM 24h
composto 48/80
Sugawara et al, + AEA ou ACEA 10uM ? 48H
substancia P +
AEA ou ACEA 10uM 48H
10% de soro
fetal de
Téth et al, 2011 AEA; AM251 0-30uM bezerro, 2mM 14 dias
L-glutamina e
antibioticos
TPA 10ng/ml + .
Maccarrone et al, 2003 AEA 10uM CaCl 1.2 mM 5 dias
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