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RESUMO

A ulceracdo aftosa recorrente (UAR) é considerada doenca inflamatéria bucal
cronica que acomete entre 10 a 20% da populagéo geral, fatores que influenciam
positivamente o aparecimento da ulceragdo aftosa recorrente (UAR), j& foram
relacionados com o aumento de TNF-a, e aqueles que influenciam negativamente,
com a sua diminuicdo. A producdo de TNF-a € estimulada através da inducdo de
receptores de membrana conhecidos como Toll like receptors (TLRs). Existem
relatos de aparecimento de lesbes ulceradas semelhantes as aftas em pacientes,
sem histéria prévia de UAR, que fizeram uso de agonista do TLR7. Provavelmente,
guando o organismo apresenta nivel de TNF-a elevado, o tipo e a intensidade do
infiltrado inflamatorio, o padrdo de citocinas e quimiocinas secretadas no local e o
processo de cicatrizacdo de uma Ulcera evolui para um quadro semelhante ao das
lesdes da UAR. Para confirmar essa hip6tese, lesfes bucais induzidas com acido
acético em camundongos C57BL/6 submetidos ou ndo a acdo de diferentes doses
do agonista do TLR7 (imiquimod), associado ou ndo a um inibidor de TNF-a
(pentoxifilina) foram avaliadas e comparadas com o nivel sanguineo de TNF-o. em
diferentes periodos. Os resultados mostraram que o imiquimod néo influenciou a
cicatrizacdo das lesbes, porém quando associados a pentoxifilina ele piorou a
cicatrizacdo das lesdes bucais. Os niveis de TNF-a diminuiram em rela¢do ao tempo

de cicatrizacédo das lesbes em todos os grupos. Conclusdo: o uso de agonista do
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TLR7 nao influencia significantemente o processo de cicatrizagdo em lesdes bucais

de camundongos C57BL/6.

Palavras chave: UAR; TNF-a; Imiquimod; Pentoxifilina; Cicatrizagéo; Lesao.
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Morooka, S. A. Influence of the TNF-a produced for the activation of "to like receptor
7" (TLR7) in the healing of the buccal ulcer lesion in mice [Dissertacdo de Mestrado].
Séo Paulo: Universidade Ibirapuera; 2007.

ABSTRACT

Factors positively or negatively related to outcome of the recurrent aphthous
ulceration (RAU), a chronic inflammatory buccal disease with prevalence between 10
upto 20% of word population, were associated with up- and down- regulation of TNF-
o respectively. The production of TNF-o is stimulated after activation of
transmembran’s receptors known as toll like receptors (TLRs). Lesions resembling
aphthous ulceration appear as colateral effects in pacients without the disease which
were exposured to TLR7 agonist. Probably, elevated level of TNF-a may influence
the type, the intensity, a cytokines and chemokines profiles secreted by leucocytes at
inflammatory sites producing a lesion similar to aphthous ulcer. In order to confirm
such hypotese, buccal lesions induced by acetic acid in C57BL/6 mice submitted to
saline solution (control) or different doses of imiquimod, a TLR7 agonist, associated
or not with pentoxifylline, a TNF-a inhibitor, were evaluated and compared with
serum level of TNF-a in different times. The results shown the TLR7 agonist did not
influenced statistically the healing of the lesions. Quite the opposite, when that
substance was associated with pentoxifylline, the healing of the buccal lesion was
worse than control. The serum TNF-a level decreased as the time went on
independent of group analyzed. In conclusion, the TLR7 wa not able to influence

siginificantely the healing process in a buccal ulcer C57BL/6 mice model.

Keywords: RAU; TNF-ALFA; Imiquimod; Pentoxifyline; Healing; Lesion.
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1. INTRODUCAO

Muitas doencas inflamatérias crénicas que acometem o trato gastro-
intestinal caracterizam-se pela perda da capacidade de tolerdncia imunoldgica
periférica e consequiente polarizacdo da resposta imune para o tipo Thl (Garside et
al., 1999). Dentre as vérias citocinas e quimiocinas que caracterizam essas doencas,
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem papel central na etiopatogenia. O
aumento dos niveis de TNF-a ja foi associado, com a patogénese de doencas
inflamatoérias crénicas do tipo Thl, tais como: psoriase, artrite reumatoide,
espondilite anquilosante e doenca de Crohn (Bonifati & Ameglio, 1999; Frassanito et
al., 1999; Kero et al., 2001; Ehrenstein et al., 2002; Hamzaoui et al., 2002).

Na cavidade bucal, a ulceracdo aftosa recorrente (UAR), condigcéo
patoldgica bucal comum, caracterizada pela perda do epitélio, exposi¢cdo de tecido
conjuntivo subjacente e intenso infiltrado inflamatoério crénico misto, esta associada a
uma resposta imune exagerada do tipo Thl (Buno et al., 1998; Borra et al., 2004;
Lewkowicz et al., 2005).

As manifestacdes clinicas da UAR variam desde discreta ulceracdo que
cicatriza em poucos dias, até multiplas, profundas e dolorosas Ulceras que persistem
por até seis semanas (Weinberger, 1997; Porter & Scully, 2003). Até o momento,
nao foram descobertas as principais causas que levam ao desenvolvimento da UAR,
embora inumeros fatores locais e sistémicos tém sido a ela associados (Scully &
Flint, 1998; McCartan & Sullivan, 1992; Barnadas et al.,, 1997; Macphail &
Greenspan, 1997; Lakatos, 2000; Tuzun et al., 2000; Jaber et al., 2001; Ogura et al.,

2001). O diagndstico é realizado através da histéria e manifestagfes clinicas da
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doenca. Nao existem exames laboratoriais para confirmagdo da doenca.
Histologicamente, a afta é representada por ulceracdo da mucosa oral, recoberta por
exsudado fibrinopurulento e infiltrado inflamatério crénico inespecifico confinado a
lamina propria. No estagio pré-ulcerativo ocorre degeneracao suprabacilar do epitélio
acompanhado por infiltrado mononuclear na lamina prépria, compativeis com as
etiologias viral e imunologica (Stenman G & Heyden, 1980). A medida que a les&o
progride, o epitélio sofre ulceracdo e o infiltrado passa a ser composto,
predominantemente, por neutréfilos e linfocitos, sendo que em estagios mais
avancados, por mondécitos e macrofagos; ocasionalmente, também por eosinofilos.
Na regido periférica da Ulcera, a quantidade de linfocitos e macréfagos aumenta;
proporcionalmente, enquanto a de neutrdfilos diminui (Natah, 2001).

Recentemente, a resposta imune anormal do tipo celular tem sido
apontada como a responsavel pela lesdo bucal na UAR. Por motivos néo
determinados, antigenos presentes na microbiota bucal desencadeariam uma
reacdo imune anormal, mediada principalmente por linfocitos T citotdxicos, contra as
células epiteliais. Neste processo, o desequilibrio entre citocinas pré e
antiinflamatérias parece representar fator fundamental para evolugéo da lesao (Borra
et al.,, 2004; Lewkowicz et al., 2005). Muitos dos fatores que influenciam
positivamente o aparecimento da UAR, tais como: estresse, medicamentos
(antiinflamatorios, beta-bloqueadores), alteracdo hormonal, doencas sistémicas
(doenca de Behcet, doenca Celiaca e doenca de Crohn) ja foram relacionados com
a expressao aumentada das citocinas pro-inflamatorias: TNF-a, interleucina 2 (IL-2)
e interferon gama (IFN-y), principalmente. Por outro lado, aqueles fatores que
influenciam negativamente, tais como: gravidez, tabagismo, medicamentos

(tetraciclina, dexametasona, pentoxifilina, dapsona, colchicina e talidomida) foram
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relacionados com a diminuicdo das citocinas pré-inflamatérias ou aumento das
citocinas antiinflamatérias interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) (Kloppenburg
et al., 1995; Tsuboi et al., 1995; Lagrue et al., 1996; Shapira et al., 1996; Maes et al.,
1998; Rowland et al., 1999; Boulinguez et al., 2000; Marion et al., 2000; Natah et al.,
2000; Elenkov & Chrousos, 2002; Plevy, 2002; Scheinberg et al., 2002).

Entre as citocinas pro-inflamatérias, o TNF-a. desempenha papel central
na patofisiologia da doenca. Estudos j& demonstraram o aumento da expressao
génica do transcrito do gene TNF-a nas lesbes da UAR em comparacdo com as
Ulceras traumaticas bucais (Buno et al., 1998). Pacientes com UAR apresentam
niveis séricos e salivares elevados de TNF-a; principalmente, na fase aguda em
relacdo a fase de remissdo e em relacdo aos individuos sem a doenca (Boras et al.,
2006; Sun et al.,, 2006). Os leucécitos provenientes do sangue periférico dos
portadores de UAR produzem altos niveis de TNF-a em comparagdo com individuos
sem a doenca (Taylor et al., 1992; Sun et al., 2000; Lewkowicz et al., 2005). A
porcentagem de células inflamatérias positivas para TNF-a nas lesGes de afta,
analisadas por imunohistoquimica, foi maior do que nas Ulceras traumaticas bucais
(Natah et al., 2000). Medicamentos que diminuem o nivel sérico de TNF-q, tais
como: levamisol, pentoxifilina e talidomida apresentam um efeito positivo no controle
da doenca (Calabrese & Fleischer, 2000; Chandrasekhar et al., 1999; Sun et al.,
2006). O uso sistémico de etanercept, proteina sintética que se liga ao TNF-a e
bloqueia especificamente sua acao, facilita a cicatrizagdo e a diminuicdo do
aparecimento de lesGes consideradas recalcitrantes em pacientes portadores de
UAR (Robison & Guitart, 2003).

O TNF-a é considerado um dos principais mediadores inflamatorios

secretados por macrofagos que, entre muitas atividades, é capaz de induzir necrose
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de células tumorais, quimiotaxia de neutréfilos e mondcitos, aumento da atividade
citotoxica dos neutrofilos, produgcdo de colagenases e inducdo de apoptose. Além
disso, o TNF-a induz a migracdo das células apresentadoras de antigeno dos
tecidos para os linfonodos e estimula a secrecao local de citocinas e quimiocinas
gue atraem e ativam as células inflamatérias com perfil de resposta imune do tipo
Thl. (Bonifati & Ameglio, 1999; Frassanito et al., 1999; Kero et al., 2001; Ehrenstein
et al., 2002; Hamzaoui et al., 2002).

A producdo de TNF-a é estimulada através da indugéo de receptores da
membrana celular conhecidos como Toll like receptors (TLRS) presentes;
principalmente, nas células da linhagem macrofagica. A familia dos TRLs consiste
em 10 membros (TRL1 — TRL10); cada qual, com capacidade de reconhecer tipos
diferentes de “padrdes moleculares” conservados de bactérias, virus, fungos e, até
mesmo de proteinas dos tecidos humanos. Os TLRs exercem papel essencial na
ligacéo da resposta imune inata com a adaptativa. A interacdo entre os TLRs e seus
respectivos ligantes é capaz de induzir: a expressdo de moléculas co-estimulatérias,
a secrecao de citocinas inflamatorias, a fagocitose, o processamento de antigenos e
a migracdo dos macrofagos para os centros formadores de linfocitos (Kathryn, 2000;
Barton et al., 2004; Takeda & Akira, 2005; Roelofs et al., 2005).

Trabalhos recentes apontam para a possibilidade de envolvimento dos
TLRs na patogenia da UAR. O fato da aplicacdo topica de um agonista do TLR7
(imiquimod) em mucosa labial para tratamento de queilite actinica ou papiloma
provocar, como efeito colateral, lesdes ulceradas semelhantes as aftas em pacientes
sem histéria prévia de UAR, corroboraria essa hipotese. O imiquimod tem a
capacidade de estimular, no sitio da aplicacéo, a producédo de citocinas inflamatérias

do tipo Thil; principalmente, TNF-a e interferon alfa (IFN-o). Provavelmente, o
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aumento de expresséo de TNF-o mediado pela ativagdo do TLR7 esteja relacionado
com a patogenia dessas lesdes bucais (Chakrabarty et al., 2005). Os aparecimentos
das ulceragdes bucais surgem mesmo quando o paciente aplica o medicamento na
derme. Provavelmente, através da estimulagdo sistémica de interleucinas pro-
inflamatorias, o imiquimod é capaz de influenciar a resposta imunoldgica em outros
locais (Zalaudek et al., 2005).

O tabagismo, considerado fator protetor para a UAR (Lagrue et al., 1996;
Tuzun et al., 2000), tem relacdo com producdo de TNF-a e com a baixa expresséo
de TLR2. Células mononucleares de individuos fumantes expostos aos produtos de
combustdo do cigarro produzem quantidades inferiores de TNF-a quando
estimuladas (Ryder et al., 2002). Macrofagos alveolares provenientes de pacientes
com doenga obstrutiva cronica e individuos saudaveis fumantes apresentam
expressédo baixa de TLR2 em relagéo aos ndo fumantes (Droemann et al., 2005).

A permanéncia de titulos altos de TNF-a tem sido relacionada com a
persisténcia ou diminuicdo da velocidade de cicatrizagdo de lesdes ulceradas. Em
modelos de lesdo dorsal em ratos, onde foi aplicado TNF-a na forma tdpica ou
intraperitoneal, foi demonstrado que a for¢ca de contracdo das feridas cirurgicas e a
expressdo dos genes relacionados com a producdo de colageno tipo 1o diminuiam
(Salomon et al., 1991; Maish et al., 1999; Rapala et al., 1997; Shimizu et al., 2000).
Aplicacdes intraperitoneal diérias de lipopolissacarideo (LPS), agonista do TLR4, tem
sido associado, de forma dose dependente, ao aumento de TNF-a e & diminuicdo do
tempo de cicatrizacdo de ulceracao gastrica em ratos (Konturek et al., 2001).

Pelo exposto acima, existem fortes indicios que na UAR a atividade do
TNF-a tenha papel fundamental na origem e evolucdo da doenca; provavelmente,

algum desequilibrio nas vias de ativagdo ligadas aos TLRs poderia ser
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responsabilizado pela persisténcia (baixa tolerancia) ou hiper-expressédo de TNF-a
nos portadores de UAR em situa¢cbes nas quais os individuos sem a doenga, ndo
ocorreria.

Em vista disto, propomos que a diferenca de evolucdo entre uma Ulcera
traumatica e uma afta esteja relacionada; principalmente, com a expressao
aumentada de TNF-a. Quando, por motivos diversos, 0 organismo se encontra em
um estado onde o nivel de TNF-a esta elevado; o tipo e a intensidade do infiltrado
inflamatorio, o padréo de citocinas e quimiocinas secretadas no local e o processo
de cicatrizacdo de uma ulcera evoluem para um quadro semelhante ao apresentado
pelas lesdes da UAR.

Para confirmar essa hipétese, propomos estudar a influéncia do TNF-a,
estimulado pela ativacdo do TLR7, na evolugao cicatricial de lesao ulcerada bucal.
Para isso, serdo realizadas lesbes padronizadas no dorso da lingua de
camundongos submetidos ou ndo a acdo do imiquimod e associado ou ndo a um

inibidor de TNF-a (pentoxifilina).
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2. PROPOSICAO

Objetivos gerais:
Estudar a influéncia do TNF-o produzido pela ativagcdo do “toll like

receptor 7” na cicatrizacéo das lesdes ulceradas bucais em camundongos.

Objetivos especificos:

A-) Analisar a evolucéo cicatricial de lesdes ulceradas em dorso de lingua
de camundongos C57BL/6 submetidos ao: (a) tratamento com um agonista do TLR7
(imiquimod); (b) ao tratamento com imiquimod acrescido do inibidor de TNF-a
(pentoxifilina) e ao tratamento com (c) solugéo salina a 0,9% nos periodos de 0, 3, 4
e 7 dias, ap0s a inducdo da lesdo. Nestes grupos pretende-se comparar 0 processo
cicatricial, em cada um dos intervalos de tempo, analisando-se:

1) Diametro da ulceragéo.

2) Peso dos camundongos C57BL/6.

3) Tamanho dos bacos.

4) Tipo e intensidade da resposta inflamatoria no local da lesdo através

de cortes histoldgicos corados com Hematoxilina-Eosina (HE).

5) Nivel de TNF-a no soro medido pela técnica de ELISA (Enzyme-linked

Immunosorbent Assay).

B-) Estudar a relacdo entre a dose do agonista do TLR7 e a cicatrizagéo
das ulceras bucais. Analisar durante 9 dias, os efeitos de processo de cicatrizacdo
de lesdes ulceradas induzidas pelo &cido acético no dorso de lingua dos

camundongos C57BL/6 submetidos a duas diferentes doses de imiquimod e
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comparé-los com grupo controle tratado somente com solugéo salina a 0,9%. Nestes
grupos pretende-se estudar o processo cicatricial através da andlise dos pesos dos
camundongos C57BL/6 e a cicatrizagdo final das lesdes através da medida do seu

diametro.

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

24

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos

Para realizar os experimentos, 0s materiais, softwares e equipamentos
utilizados foram os seguintes: Imiquimod (1-(2-metilpropil)-1H-imidazol[4,5-
c]quinolina- amina) na forma de creme (ALDARA® - Schering do Brasil, S&o Paulo,
SP, Brasil), ketamina (Dopalen — Agribrands do Brasil, Paulinia, SP, Brasil), xilazina
(Anasedam - Agribrands do Brasil , Paulinia, SP, Brasil), pentoxifilina 20 mg/ml
(Trental®, Aventis Pharma Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), soro fisioldgico 0,9% (Aster
produtos Médicos Ltda, Sao Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil), acido glacial acético
(Synth, Labsynth, S&o Paulo, SP, Brasil), papel filtro, seringa de insulina (Plascalp,
S&do Paulo, SP, Brasil), kit mouse TNF-a CytoSet™ (Biosource, Camarillo, CA,
EUA), tetrametilbenzadina (TMB) (Sigma-Aldrich, St Louis, Lousiania, EUA), acido
cloridrico 2N (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil), balanca de precisdo de 0,1 g da
marca Plenna modelo 06290 (Plenna, Sdo Paulo - Brasil), microcentrifuga (CT-
14000R, Sao Paulo, Brasil), camera digital de 7 megapixels (Sony modelo
Cybershot DSC-P200), microscopio Leica modelo ATC 2000 (Leica — Buffalo, NY —
EUA) acoplado a camera digital Nikon (modelo CoolPix 5400), leitora de microplacas
(BioTek ELX — 800 — BioTek Instruments, Inc. - VT, USA), software de andlise e
processamento de imagens ImagelLab (Diracom Bio-Informética Ltda, Sado Paulo,
SP, Brasil), software de andlise estatistica SPPSS versao 11.0 (Chicago, IL, EUA) e

Minitab 13.0 (State College, PA, EUA).

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

25

3.2 Animais

Como nao existe nenhum modelo animal de UAR descrito, foram
selecionados camundongos C57BL/6 em funcdo dessa linhagem apresentar um
perfil de resposta imunolégica direcionada para o tipo Thl e possuir nivel basal e
capacidade de expresséo de TNF-a elevadas em relacéo a outras linhagens (Mills et
al., 2000; Watanabe et al., 2004). Desta forma, procurou-se simular as principais
variaveis associadas com o aparecimento e evolucdo da UAR.

Os camundongos C57BL/6, fémeas, com 8 a 10 semanas de vida,
pesando em média 20.5¢g, provenientes do Hospital das Clinicas da Universidade de
Sao Paulo (HC-USP) foram mantidos no biotério de manutencdo da Universidade
Ibirapuera com alimentacdo (racdo comercial) e agua ad libitium em gaiolas de 65
cm? com o fundo recoberto com maravalha. As condi¢des de temperatura, umidade
e luminosidade foram mantidas constantes. Todos os animais foram mantidos em
gaiolas com maximo de cinco camundongos. Todos os animais foram pesados
sistematicamente antes dos experimentos, usando-se uma balanca de precisao de
0,1 g da marca Plenna modelo 06290 (Plenna, Sao Paulo - Brasil).

Aprovacdo do Comité de Etica de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovado em reunido pelo Subcomité de Etica em Pesquisa com
Animais vinculados ao COEPE/UNIB.

A anestesia foi induzida pela via intraperitoneal, através da aplicagdo com
seringa de insulina, de 100 ul de uma solugao contendo 0,116 mg/uL de ketamina e
0,02 mg/uL de xilazina (Gorska P, 2000).

Para o procedimento de eutanasia, os animais foram anestesiados com
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dose quatro vezes maior do que a recomendada (60 ul de xylazina + 60 ul de
ketamina) e através de puncao cardiaca, todo o sangue foi coletado (2000 Report of
the AVMA Panel on Euthanasia). O soro foi separado dos componentes figurados do
sangue e armazenado em freezer a —20°C. O nivel de TNF-a foi quantificado através

da reacdo de ELISA em uma Unica etapa ap0s a coleta do soro de todos os animais.

3.3 Grupos

3.3.1 Experimento A

Para comparar o efeito do agonista de TLR7 na evolugéo cicatricial de
lesdes ulceradas em dorso de lingua de camundongos C57BL/6, 58 camundongos
foram, previamente, pesados e divididos em quatro grupos:

1-) Grupo IM250 = Imiquimod 250 nug (, N=18),

2-) Grupo IM250PTX2 = Imiquimod 250 pug + pentoxifilina 2 mg (N=18),

3-) Grupo SS = Solucéo salina a 0,9% (N=18),

4-) Grupo CT = Controle (N=4).

Quatro camundongos do grupo CT (n&do estimulados) foram sacrificados
no inicio do experimento (t=0) para avaliar o nivel basal de TNF-o. no soro e o
tamanho dos bacgos. Nos demais grupos; uma leséo ulcerada superficial, circular de
aproximadamente 2 mm, foi induzida através da aplicacdo de acido acético glacial
(100%) no dorso da lingua. Para isso, um disco de papel filtro, cortado com
instrumento “punch” de dois milimetros, foi embebido com 10 pul de acido acético

glacial e foi colocado, por durante um minuto, em contato com o dorso da regiao
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mediana da lingua dos animais previamente anestesiados.

Em seguida, usando-se seringa de insulina, foi aplicado no subcutaneo
dorsal dos camundongos dos grupos IMI250 e IMI250PTX2, 250 ug da solucao de
imiquimod diluido em 100 ul de solugdo salina a 0,9%. Nos camundongos do grupo
SS foi injetado, pela via subcutanea, 100 ul da solucéo salina a 0,9%. Além disso, no
grupo IMI250PTX2, foi aplicado por via intraperitoneal, 100 ul de Trental® injetavel
(20 mg/ul) contendo 2 mg de pentoxifilina. Nos grupos IMI250 e SS, foi injetado via
intraperitoneal, somente 100 pl de solugdo salina a 0,9%. Esse esquema de
aplicacédo foi realizado no primeiro e no quarto dia apos a inducao da leséo.

No dia zero, quatro camundongos do grupo CT foram sacrificados com
dose quatro vezes maior que a recomendada. Apos a pesagem dos animais, o baco
e 0 sangue foram coletados para analise. No terceiro dia apés a inducéo da leséo, 6
animais do grupo SS, 7 animais do grupo IMI250 e 6 animais do grupo IMI250PTX2
foram pesados e sacrificados com dose de anestésico e relaxante muscular quatro
vezes maior que a recomendada. Em seguida, as linguas foram removidas, fixadas
em formaldeido 10% em solu¢cdo tampédo (fosfato salina 0,1 M pH 7,4),
posteriormente, foram seccionadas longitudinalmente em dois fragmentos a partir do
centro da lesdo. Apds 24 horas da fixacdo, as amostras foram processadas
rotineiramente para a incluséo em blocos de parafina para obtencdo dos cortes
histolégicos.

Apds meia hora da coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a
1500 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente, usando uma microcentrifuga. O
soro livre de células foi removido e armazenado em freezer —20°C até a
guantificacdo do TNF-a. No quarto dia, foram sacrificados 4 camundongos de cada

grupo e realizadas novas aplicagcbes de 250 pg de imiquimod , 250 pg de imiquimod
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+ 2 mg de PTX e de solugdo salina a 0,9%, foram realizadas. No sétimo dia, foram
sacrificados 8 camundongos do grupo IMI250, 7 camundongos do grupo
IMI250PTX2 e 7 camundongos do grupo SS. Os animais foram pesados, 0 sangue

coletado, a lingua e os bagos retirados.

3.3.2 Experimento B

Para comparar a relacdo entre a dose do agonista do TLR7 e a
cicatrizacdo das Uulceras bucais, 30 camundongos previamente pesados foram
divididos em trés grupos:

1-) Grupo IM250 = Imiquimod 250 nug (, N=10),

2-) Grupo IM12 = Imiquimod 12 ng (N=10),

3-) Grupo SS = Solucéo salina a 0,9% (N=10),

A lesédo ulcerada superficial, circular de aproximadamente 2 mm, foi
induzida através da aplicagdo de acido acético glacial (100%) no dorso da lingua de
todos os animais. Para isso, um disco de papel filtro, cortado com instrumento
“punch” de dois milimetros, foi embebido com 10 ul de acido acético glacial e foi
colocado, por durante um minuto, em contato com o dorso da regidao mediana da
lingua dos animais previamente anestesiados. Em seguida, usando-se seringa de
insulina, foi aplicado no subcutaneo dorsal dos camundongos dos grupos IMI250,
250 ug da solucdo de imiquimod diluido em 100 puL de solucdo salina a 0,9%, no
grupo IMI12, 12 ug da solugédo de imiquimod diluido em 100 uL de solugdo salina a
0,9%, e no grupo SS, somente 100 ul de solugéo salina a 0,9%. Esse esquema de
aplicacéo foi realizado uma Unica vez, logo apds a inducédo das lesdes. Para esse

experimento, todos os animais de cada gaiola foram individualmente marcados
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através de padrdes diferentes de furos nas orelhas. Do dia zero até o nono dia, apos
a inducdo das lesdes, todos camundongos foram sistematicamente pesados. No 9°
dia os camundongos que nao morreram durante o experimento foram sacrificados. O
baco e a lingua dos animais foram coletados para analise quantitativa. Além disso,
0s principais 6rgaos, tais como: coragdo, cérebro, rim, pulméao, bago e estbmago de
trés animais: um com peso normal do grupo SS e os dois camundongos com 0S
menores pesos do grupo IMI250 foram enviados para autopsia no setor de Patologia

da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP/EPM).

3.4 Metodologia de Andlises

3.4.1 Andlise do tamanho do bago

Os bacos recém removidos foram colocados no interior de uma placa petri
e fotografados com camera digital, modelo Sony de 7 megapixels, posicionada a
aproximadamente 45 cm de altura. Ao lado da placa petri, uma régua milimetrada foi
usada como referéncia. As imagens foram transferidas para o programa ImageLab e
calibradas utilizando-se as medidas da régua milimetrada. Em seguida, a area da

superficie do baco foi calculada.
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Figura 1 — Software ImageLab usado para calcular a area superficial do baco (azul).

3.4.2 Andlise do didametro da ulcera lingual

Cinco cortes histolégicos de 5 um de espessura e corados em HE,
referentes a regido central de maior didmetro das lesGes ulceradas linguais, foram
digitalizados usando-se o microscépio Leica, objetiva 10x, camera digital Nikon
CoolPix 5400. Para cada lamina, uma imagem da camera de Neubauer foi
digitalizada nas mesmas condi¢gBes Opticas em que as imagens das lesdes foram
capturadas. Apds o software de analise de imagem ImagelLab ter sido calibrado com
as medidas da camera de Neubauer, o diametro das Ulceras e a profundidade do
infiltrado inflamatério foram quantificados (Flanders et al., 2003). Para isso, o
operador assinalou na imagem as margens da Ulcera e o ponto de profundidade
maxima em que era possivel identificar o infiltrado inflamatorio. Em seguida, a média
de cada lamina foi calculada e os valores obtidos foram usados para comparacéo

entre os grupos (Gerharz et al., 2007).
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Figura 2 — Software ImagelLab calculando o diametro da Ulcera e a profundidade

méaxima do infiltrado inflamatério.

3.4.3 Histomorfometria qualitativa

Todos os cortes histolégicos das ulceracdes linguais, coradas em
hematoxilina-eosina (HE), foram aleatoriamente examinados e qualificados por uma
profissional especialista em histologia sem conhecimento prévio de nenhuma
informacdo sobre a lamina. A histologista classificou em 4 graus (0 — ausente, 1 -
fraco, 2 — moderado e 3 — intenso) a intensidade do processo inflamatério
mononuclear e polimorfonuclear, a quantidade de vasos e fibras colagenas. Esses
dados foram correlacionados, em cada um dos grupos, através do teste de
estatistico Spearman Rho com: a profundidade da infiltracdo, o nivel de TNF-a
sanguineo, o diametro da ulceracdo e o tempo (Solugéo salina a 0,9%, Imiquimod
250 pg e Imiquimod 250 pg + pentoxifilina 2 mg). As correlagdes, consideradas

significantes, foram organizadas em tabelas e grafos, onde o0s veértices
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representaram as variaveis, e 0s conectores azuis e vermelhos de diferentes
larguras representaram as correlagbes positivas e negativas respectivamente. Os
grafos dos grupos IMI250 e IMI250PTX2 foram comparados com o grafo do grupo
SS. As relagbes que estavam presentes no grupo SS desapareceram no grupo
IMI250 ou IMI250PTX, entéo foram representadas por linhas tracejadas. As relagbes
gue ndo estavam presentes no grafo SS e que apareceram em um dos dois outros

grafos, foram representadas por linhas curvas.

3.4.4 Quantificacdo do nivel de TNF-a no soro

O TNF-a foi quantificado por Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) usando-se o kit mouse TNF-« CytoSet™ (Biosource, Camarillo, CA, EUA)
de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para isso, foram preparadas as
seguintes solucdes tampao: Solucéo A (4,3 g de NaHCO; + 5,3 g de NaCOzem 1,0
L de H;0O, ajustado para pH 9,4), solugcéo B (9,0 g NaCl + 1 mL de Tween 20em 1 L
de H,0O, ajustado para pH 7,4) e Solugao C (8 g de NaCl + 1,13 g de Na;HPO4 + 0,2
g KCL + 5,0 g albumina bovina — fragédo V + 1 uL de Tween 20 em 1 L de H;O,
ajustado para pH 7,4). A sensibilizagcdo dos pocos foi realizada, diluindo-se 1,25 pl
do anticorpo RBT anti-MS TNF-a em 1 ulL da solugdo tampéao A e adicionando-se
100 ul dessa solucéo a cada poco. A placa foi incubada por 12 horas a 4°C, e ap0s a
aspiracdo do contetdo, os pocgos foram lavados com 400 ul da solu¢cdo B. Para
bloquear o sinal inespecifico, 300 ul da solugédo tampéo C foi adicionado aos pogos e
mantidos a temperatura ambiente por 1 hora. Apds a remoc¢éo do bloqueador, 100 pl
das amostras desconhecidas e das solugcbes de TNF-a de concentracdes

conhecidas foram adicionadas aos pocos sensibilizados. Em seguida, 50 pl da
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solucdo de deteccdo, composta por 1,0 ul do anticorpo Hr anti-NS diluido em 1 mL
da solugdo tampdo C, foram acrescentados aos pocos e deixados reagir a
temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente, 0s poc¢os foram lavados cinco
vezes com 400 ul da solugcdo B. Em seguida, 100 ul da solugéo de estreptovidina-
peroxidase, composta por 1,0 ul de estreptovidina-peroxidase diluido em 9990 uL da
solucdo tampdo C, foram acrescentados aos pocos e deixados a reagir a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apos a aspiracédo do contetudo e lavagem dos
pocos com 400 pul da solucdo B por cinco vezes, 100 ul do substrato
tetrametilbenzadina (TMB) foi adicionado a cada poco e deixado reagir por 30
minutos a temperatura ambiente. Para interromper a rea¢do de oxidacao, 100 ul da
solugdo de HCL a 2N foi utilizada. Em seguida, o0s valores de absorbancia,
correspondente ao comprimento de onda de 450 nm, das solu¢cbes desconhecidas e
das solucdes de TNF-a padronizadas foram medidos em leitora de ELISA BioTek
ELX — 800 . A densidade optica foi convertida em picograma / uL baseando-se na
curva padrdo das solucbes de TNF-a conhecidas. Todas as amostras foram

medidas em triplicata e a média foi utilizada para as comparacoes.

3.5 Estatistica

Os testes estatiticos foram realizados usando-se os software de analise
estatistica SPPSS versdo 11.0 (Chicago, IL, EUA) e Minitab 13.0 (State College,
PA, EUA).

Para comparar as variaveis dependentes: diametro das ulceras, peso dos
animais, tamanho dos bacos em relacdo aos fatores grupos (SS, IMI250 e

IMI250PTX2) e tempo (0, 3, 4 e 7 dias) foi utilizado o teste estatistico ANOVA de
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dois fatores e teste Tukey para contraste das médias. Para as variaveis em que a
normalidade dos dados (Teste de Kolmogorov-Smirnov) e igualdade das variancias
(Teste de Levenes) que nao puderem ser comprovadas; foi usado o teste estatistico
de Kruskal Wallis.

Para correlacionar as variaveis peso e diametro das ulceras foi usado o
grafico de disperséo e o teste de Pearson.

As variaveis: profundidade do infiltrado inflamatério, nivel de TNF-a
sanguineo, didmetro da ulceracdo, profundidade da infiltracdo, tempo, indices
representando a quantidade de células mononucleares, células polimorfonucleares,
fibras colagenas e de vasos, foram correlacionadas separadamente em cada um dos

grupos SS, IMI250 e IMI250PTX2, através do teste de estatistico Spearman Rho.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise das lesBes ulceradas dos grupos SS, IMI250 e IMI250PTX2

Figura 3 — Fotografias das linguas dos camundongos mostrando Ulceras com 3 (a), 4

(b) e 7 (c) dias de evolucéo apds a indugdo da lesdo com &cido acético.

Figura 4 — Imagem de corte histologico
das linguas dos camundongos, coradas
em HE, mostrando Ulceras com 3 (A), 4
(B) e 7 (C) dias de evolugdo, apés a
inducdo da lesdo. Nas imagens pode-se
observar regido ulcerada (area entre as
setas), epitélio (e), infiltrado inflamatorio

(i) e fibras musculares (m).
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Grafico 1 — Diametro médio das ulceras dos grupos SS (vermelho), IMI250 (verde) e
IMI250PTX2 (azul) entre o 3° e o 7° dia apds a inducdo das lesdes. Cada ponto do

gréfico representa a média + erro padrdo da média.

Para a aplicagdo do teste ANOVA de Dois Fatores, os valores dos
diametros das Ulceras foram transformados aplicando-se a raiz quadrada. Esta
transformacéao foi necessaria para garantir a igualdade de variancia entre os diversos
grupos. A igualdade de variancia foi testada através do teste de Levenes (p=0,493).
Para identificar as diferengas significantes entre os diversos tratamentos em cada
dia, foi usado o teste estatistico de Tukey. Foram consideradas diferencas

significantes quando p<0,05 (*) ou muito significante quando p<0,01 (**).
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Tabela 1 - Andlise de Variancia — Dois Fatores

Fonte DF SeqSS AdjSS AdjMS F p
Tempo 2 8653,2 7971,7 3985,8 68,97 0,000**
Grupo 2 376,9 441 .4 220,7 3,82 0,030*
Tempo*Grupo 4 1642,7 1642,7 410,7 7,11 0,000**
Erro 43 2485,1 2485,1 57,8

Total 51 13157,9

Tabela 2 — Descricéo estatistica dos dados

Tempo (dias)

Parametros

Grupos (diametro da Ulcera) 3 4 7
Média 2486,1 2311,8 220,3
Desvio Padrao 660,3 359,1 209,4
SS
n 6 4 8
Erro Pad. da Média 269,6 179,5 74,0
Média 2578,3 1016,7% P 428,0
IMI250 Desvio Padrao 611,1 655,6 258,4
n 7 4 7
Erro Pad. da Média 231,0 327,8 97,7
Média 2156,0 2122,8° 976,6° ¢
IMI250PTX2 Desvio Padrao 883,1 361,6 3552,2
n 6 4 6
Erro Pad. da Média 360,5 180,8 146,2

+: 1 ébito durante o experimento;

Pelo teste estatistico de Tukey:

@ a diferenca entre IMI250 e SS é€ significante, p<0,05.

(b) a diferenca entre IMI250 e IMI250PTX2 néo é significante, p=0,09.
(©) a diferenca entre IMI250PTX2 e SS é significante, p<0,01.

(d) a diferenca entre entre IMI250PTX2 e IMI250 néo é significante, p=0,20.

Os diametros das ulceras diminuiram, consistentemente, a partir do 3° dia
até o 7° dia (p<0,01). Houve diferenca na velocidade de cicatrizacdo entre os
diversos grupos (p<0,05), essa diferenca foi influenciada pelo fator tempo (p<0,01).

A velocidade de cicatrizacdo foi acentuada no grupo IMI250 até o 42 dia. Neste
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intervalo, a velocidade de cicatrizacdo dos grupos SS e IMI250PTX2 foram
semelhantes. O diametro das ulceras no grupo IMI250 foi maior do que no grupo SS
(p<0,05) e também maior do que no grupo IMI250PTX2 (p=0,098), apesar desta
ultima comparacgdo ndo ser considerada estatisticamente significante.

A partir do 4° dia, a velocidade de cicatrizacdo do grupo SS foi maior do
que os demais grupos. Neste periodo, a velocidade de cicatrizagdo dos grupos
IMI250 e IMI250PTX2 foram semelhantes. Com isso, no 7° dia, o diametro da Ulcera
do grupo SS (p<0,01) foi menor que o do grupo IMI250PTX2 (p<0,01). N&o houve
diferenca entre os grupos SS e IMI250 (p=0,659), e entre este e o0 grupo

IMI250PTX2 (p=0,20).

4.2 Andlise dos pesos dos animais dos grupos SS, IMI250 e IMI250PT X2

25

N
o
|

159  GRrRuPOS:

® SS
@ IMI250
® |IMI250PTX2

Peso dos camundongos (g)

-
o

0 3 4 5 7
Tempo (dias)

Grafico 2 — Evolugdo do peso dos camundongos com lesdes linguais induzidas por
acido acético e dos grupos SS (vermelho), IMI250 (verde) e IMI250PTX2 (azul).

Cada ponto do grafico representa a média do grupo + Erro padrdao da média.
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Tabela 3 - Andlise de Variancia — Dois Fatores

Fonte DF SeqSS AdjSS AdjMS F p
Tempo 4 948,45 947,08 236,77 68,99  0,000**
Grupo 2 41,73 71,80 35,90 10,46  0,000**
Tempo*Grupo 8 43,35 43,35 5,419 1,58 0,133
Erro 195 669,25 669,25 3,432

Total 209 1702,78

A Igualdade de variancia dos grupos foi testada através do teste de Levenes

(p=0,166).

Tabela 4 — Descricéo estatistica dos dados

Tempo (dias)

Grupos Parametros 0 3 4 5 7
Média 20,93 15,75 16,97 19,13 20,17
g5 & Desvio Padréo 1,69 2,06 2,12 2,69 2,28
n 27 18 12 8 8
Erro Pad. da Média 0,32 0,48 0,61 0,95 0,80
Média 20,88 15,69 16,68 17,17 18,71
Desvio Padrao 1,46 1,19 1,72 2,11 2,39
IMI250 n 26 18 11 7 7
Erro Pad. da Média 0,28 0,28 0,52 0,80 0,90
Média 20,29 15,73 15,47 16,25 17,17
Desvio Padrao 1,99 1,66 1,47 1,75 2,35
IMI250PTX2 n 6 17 11 - 7
Erro Pad. da Média 0,39 0,40 0,44 0,66 0,89

39

a** Teste estatistico de Tukey HSD - A variacdo do peso médio dos camundongos

do grupo tratamento SS foi considerado estatisticamente diferente do grupo

IMI250PTX2 (p<0,01).

A andlise estatistica ANOVA Dois Fatores mostrou que a variagdo de

peso é influenciada pelos fatores tempo (p<0,01) e grupo (p<0,01). Todos 0s grupos
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apresentaram uma perda média de peso maximo em torno de 23% no terceiro dia. A
partir dessa data, os pesos dos animais foram se recuperando paulatinamente. O
grupo SS apresentou um ganho maior em relagao ao IMI250PTX2 (p<0,01). Embora
0s ganhos médios de peso do grupo SS fossem maiores que o do grupo IMI250,
eles ndo foram estatisticamente diferentes (p=0,30). Entre o 5° e o 7° dia, apds a
inducdo da lesdo, morreu um animal do grupo IMI250PTX2. O valor usado para
representar 0 peso desse animal nas medidas subsequentes ao O6bito foi

estabelecido como sendo de 14,5 g — ultimo peso do animal vivo.

4.3 Relagao entre peso do animal e didmetro da Ulcera

4,0
g Log(ulcera)= - 8,40 x Log(peso)+13,37
© R?=0,85
[0}
O 3,55
g
@©
©
S 3,0
&)
=
©
S 2,5~
@)
o
-
2,0 T T T 1
1,16 1,20 1,24 1,28 1,32

log(Peso)

Grafico 3 — Gréfico de dispersdo mostrando a correlacdo do peso dos animais com
o diametro das ulceras. Cada ponto do grafico corresponde ao logaritmo na base 10
da média dos didmetros das Ulceras em relagdo ao peso, em cada grupo (SS,

IMI250, IMI250PTX2), no 3%, 4° e 7° ap6s a inducéo das lesdes.
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Tabela 5- Teste de Correlacédo de Pearson

Parametros Ulcera
Pearson Correlation -0,919**
Peso Sig. (1-tailed) 0,000
N 9

**Correlacdo significante ao nivel de 1%
O diametro médio das Ulceras apresentou intensa correlagao,
inversamente proporcional, ao peso médio dos animais (indice de correlacdo de

Peason = - 0,92, p<0,01).

4.4 Analise do tamanho dos bacgos

75 GRUPOS:
o ® SS
E @ IMI250
E ® |IMI250PTX2
o 50_
On
© [
@)
O
© 25 -
©
()]
| -
<L
0 T T | |
0 3 4 7

Tempo (dias)
Grafico 4 - Tamanho dos bacos dos grupos SS (vermelho), IMI250 (verde) e
IMI250PTX2 (azul) entre o primeiro e o 7° dia apés a inducdo das lesdes. Cada
ponto do gréfico representa o tamanho médio dos bacos + erro padrdo da média,

nos intervalos do experimento.
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Tabela 6 — Teste estatistico de Kruskal Wallis

Grupos Area do baco (mm?)
Qui-quadrado 3,480
Graus de liberdade 2
p 0,176
Tempo (dias) Area do bago (mm2)
Qui-quadrado 13,289
Graus de liberdade 3
p 0,004**

Tabela 7 - Correlacdo nao paramétrica avaliada pelo Teste Estatistico Spearman

Rho entre as variaveis Tempo (dias) x Area do baco (mm?)

Spearman's rho Parametros Area do bago (mm?)
Coeficiente de correlagéao 0,315**
Tempo (dias) p 0,008
N 70

** A correlacao é significante ao nivel de 0,01.

Tabela 8 — Descricéo estatistica dos dados

42

Tempo (dias)

Parametros
Grupos (Area do baco) 0 3 4 7
Média 40,07 39,87 34,53 47,13
SS Desvio Padréo 2,79 5,55 6,03 11,54
n 6 6 4 8
Erro Pad. da Média 1,14 2,27 3,01 4,08
Média 40,07 41,75 43,30 55,32
Desvio Padréo 2,79 3,93 4,77 11,66
IMI250 n 6 7 2 7
Erro Pad. da Média 1,14 1,48 2,38 4,41
Média 40,07 40,91 35,82 43,97
IMI250PT X2 Desvio Padréo 2,79 7,85 6,84 9,%5
n 6 6 4 6
Erro Pad. da Média 1,14 3,20 3,42 4,02

+: 1 ébito durante o experimento;
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O peso médio dos bacos apresentou uma correlacdo positiva com

variavel tempo (p<0,01). O peso aumentou do dia zero até o 7° dia (p<0,01). Apesar
de ndo ser considerado significante (p=0,176), o peso meédio dos bagos dos
camundongos submetidos ao IMI250 foi maior que os dos grupos SS ou

IMI250PTX2.

/—g 18- GRUPOS:
S . R ® SS

o 20 @ IMI250

o ® IMI250PTX2
8 12

(V)]

o o

N

P

— 3

o

S 0-

O

=

Z -3 T T T T

Tempo (dias)

Grafico 5 — Nivel sorolégico de TNF-a. dos grupos SS (vermelho), IMI250 (verde) e
IMI250PTX2 (azul) entre o primeiro e o 72 dia apdés a inducdo das lesdes. Os
tridangulos do gréfico representam as medidas de TNF-o dos camundongos
realizadas individualmente nos intervalos do experimento. Cada ponto do grafico

representa a mediana dos grupos em cada um dos dias.

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

Tabela 9 — Descricéo estatistica dos dados

Tempo (dias)

GRUPOS Nivel de TNF-a 0 3 4 7
N 4 6 4 8
MEDIA 5,08 3,78 0,55 0,33
SS Mediana 2,47 1,85 0,36 0,20
Erro Pad. da
Média 3,13 2,36 0,34 0,18
Desvio Padrao 6,27 5,78 0,67 0,51
N 4 7 4 7
MEDIA 5,08 0,96 0,27 0,15
IMI250 Mediana 2,47 1,07 0,25 0,00
Erro Pad. da
Média 3,13 0,26 0,16 0,10
Desvio Padrao 6,27 0,68 0,31 0,26
N 4 6 4 6+
MEDIA 5,08 0,70 0,20 0,63
IMI250PTX2 Mediana 2,47 0,36 0,04 0,68
Erro Pad. da
Média 3,13 0,38 0,17 0,22
Desvio Padrao 6,27 0,94 0,34 0,53
+: 1 Obito durante o experimento;
Tabela 10 -Teste Estatistico de Kruskal Wallis
Tempo (dias)** N Mean Rank p
0 12 52,75
3 19 36,74
TNF-a 4 12 22.25 0,000
7 21 22,95
Total 64
SS 22 35,98
TNF-a IMI250 22 29,93 0,529
IMI250PTX2 20 31,50
Total 64

** Diferenca significante ao nivel de 0,01.
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Tabela 11 - Correlacdo nao paramétrica avaliada pelo Teste Estatistico Spearman

Rho entre as variaveis Tempo (dias) x Nivel de TNF-a. (pg/ul)

Spearman Rho Parametros TNF-a (pg/ml)
Coeﬁmentg de 582
correlacdo
Tempo (dias) p 0,000
N 64

** A correlacao é significante ao nivel de 0,01.

Os valores meédios de TNF-a variaram de forma significante e
inversamente proporcional em relacdo a evolucdo da lesdo (p<0,01). Os niveis
médios de TNF-a entre 0s grupos estudados ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significantes.
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Tabela 12 — Teste de correlacdo Spearman Rho usando como parametros as

varidveis histoldgicas: quantidade de células mononuclerares, polimorfonucleares,

vasos, fibras colagenas, tempo, didametro da ulcera, nivel de TNF-a e profundidade

do infiltrado inflamatério.

Cels. Cels. . Diametro Prof.
Monon.  Polimorf. Colageno  Vasos Tempo Ulcera TNF-o Infiltragéo
N 18 18 18 18 18 18 18 18
SS Coef. 1,000 0,299 0,580* 0,527* 0,286 0,015 -0,073 -0,065
Correlagéo
p 0,0 0,228 0,012 0,025 0,249 0,954 0,775 0,799
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Cels. Coef. o o
Monon. IMI1250 Correlagao 1,000 0,394 0,547 0,484 0,360 -0,146 0,063 -0,376
p 0,0 0,106 0,019 0,042 0,142 0,562 0,804 0,124
N 18 18 18 18 18 18 18 18
IMIZ50P Coef. 1,000 -0,270 0,276 0,608* -0,025 -0,112 0,131 -0,029
TX2 Correlagéo
p 0,0 0,312 0,301 0,012 0,928 0,678 0,630 0,914
N 18 18 18 18 18 18 18 18
SS Coef. 0,299 1,000 0,228 -0,283  -0,603**  0,720** 0,402 0,759**
Correlagéo
p 0,228 0,0 0,362 0,255 0,008 0,001 0,099 0,000
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Cels. Coef. .
Polimorf. IMI1250 Correlago 0,394 1,000 0,169 0,170 -0,278 0,554 0,321 0,235
p 0,106 0,0 0,501 0,501 0,265 0,017 0,194 0,349
N 18 18 18 18 18 18 18 18
IMIZ50P Coef. -0,270 1,000 0,138 -0,347 0,186 -0,094 0,016 -0,198
TX2 Correlagéo
p 0,312 0,0 0,611 0,188 0,491 0,730 0,952 0,462
N 18 18 18 18 18 18 18 18
SS Coef. 0,580* 0,228 1,000 0,548* 0,241 -0,130 -0,176 0,003
Correlagéo
p 0,012 0,362 0,0 0,019 0,336 0,607 0,486 0,989
N 18 18 18 18 18 18 18 18
z Coef. % ok *% 4 * - i *k
Colageno IMI250 Correlago 0,547 0,169 1,000 0,923 0,694 0,499 0,222  -0,606
p 0,019 0,501 0, 0,000 0,001 0,035 0,376 0,008
N 16 16 16 16 16 16 16 16
IMI250P
Coef. | 0,276 0,138 1,000 0,766**  0,611*  -0,610* 0,375  -0,646**
TX2 Correlagéo
p 0,301 0,611 0,0 0,001 0,012 0,012 0,153 0,007
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Continuacdo da Tabela 12

47

Cels. Cels. Colageno  Vasos Temno Diametro TNE- Profundid.
Mononuclear Polimorf. 9 P Ulcera @ Infiltragéo
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
SS  Correlagd  0,527* 0,283  0,548* 1,000 0,728  -0,554* -0,515*  -0,492*
(o]
p 0,025 0,255 0,019 0,0 0,001 0,017 0,029 0,038
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
Vasos IMI250 Correlagd  0,484* 0,170  0,923* 1,000  0,659**  -0,456 -0,200 -0,579*
(o]
p 0,042 0,501 0,000 0,0 0,003 0,057 0,427 0,012
N 16 16 16 16 16 16 16 16
Coef.
IMIiSZOPT Correlagd  0,608* -0,347  0,766** 1,000 0,538* -0,462 0,178 -0,434
(o]
p 0,012 0,188 0,001 , 0,032 0,072 0,509 0,093
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
SS  Correlaga 0,286 -0,603* 0,241 0,728 1,000 -0,787** -0,467  -0,818*
(o]
p 0,249 0,008 0,336 0,001 0,0 0,000 0,051 0,000
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
Tempo IMI250 Correlaga 0,360 -0,278  0,694**  0,659** 1,000  -0,850** -0,610**  -0,935*
(o]
p 0,142 0,265 0,001 0,003 0,0 0,000 0,007 0,000
N 16 16 16 16 16 16 16 16
Coef.
IMI%(‘E’ZOPT Correlagd  -0,025 0,186 0,611*  0,538* 1,000  -0,658** 0,145 -,814%*
(o]
p 0,928 0,491 0,012 0,032 0,0 0,006 0,592 0,000
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
SS  Correlaga 0,015 0,720*  -0,130  -0,554* -0,787** 1,000 0,343 0,675**
(o]
p 0,954 0,001 0,607 0,017 0,000 0,0 0,164 0,002
N 18 18 18 18 18 18 18 18
A Coef.
Diametro |MI250 correlaga  -0,146 0554*  -0499* -0456 -0,850** 1,000  0533*  0,794*
Glcera )
p 0,562 0,017 0,035 0,057 0,000 0,0 0,023 0,000
N 16 16 16 16 16 16 16 16
Coef.
IMI250PT correlaga -0,112 0,094 -0,610* -0462 -0,658* 1,000  -0,426  0,871*
X2 o
p 0,678 0,730 0,012 0,072 0,006 0,0 0,099 0,000
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Continuacdo da Tabela 12

Cels. , Diametro Prof.
Cels. Monon. Polimorf. Colageno Vasos Tempo Glcera TNF-a Infiltrag&o
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
SS Correlagéo -0,073 0,402 -0,176 ~ -0,515*  -0,467 0,343 1,000 0,427
p 0,775 0,099 0,486 0,029 0,051 0,164 0,0 0,078
N 18 18 18 18 18 18 18 18
TNF-a IMI1250 COﬁggééo 0,063 0,321 -0,222 -0,200 -0,610**  0,533* 1,000 0,551*
p 0,804 0,194 0,376 0,427 0,007 0,023 0,0 0,018
N 16 16 16 16 16 16 16 16
IMI1250 Coef
PTX2 Correla(;éo 0,131 0,016 0,375 0,178 0,145 -0,426 1,000 -0,395
p 0,630 0,952 0,153 0,509 0,592 0,099 0,0 0,130
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Coef.
SS Correlagio -0,065 0,759** 0,003  -0,492* -0,818* 0,675** 0,427 1,000
p 0,799 0,000 0,989 0,038 0,000 0,002 0,078 0,0
N 18 18 18 18 18 18 18 18
Prof. Coef
Infiltrac&o IMI1250 Correla(';éo -0,376 0,235  -0,606** -0,579* -0,935** 0,794*  0,551* 1,000
p 0,124 0,349 0,008 0,012 0,000 0,000 0,018 0,0
N 16 16 16 16 16 16 16 16
IMI1250 Coef.
PTX2 Correlacao -0,029 -0,198  -0,646** -0,434  -0,814** 0,871* -0,395 1,000
p 0,914 0,462 0,007 0,093 0,000 0,000 0,130 0,0

Legenda: Cels. Monon — Quantidade de Células Mononucleares; Colageno —
Quantidade de Colageno; Cels. Polimorf — Quantidade de Células
Polimorfonucleares; Vasos — Quantidade de vasos; Tempo — Periodo apds a
inducdo da lesdo; Diametro Ulcera — Medida da extensdo da ulceracdo; TNF-a. -
Nivel de TNF-a no soro dos camundongos; Prof. Infiltragdo — Profundidade de
Infiltragdo do Processo Inflamatoério. * Correlagdo é significante ao nivel de 0,05

(bicaudal), ** Correlacao é significante ao nivel de 0,01 (2- bicaudal).
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Grafico 6 — Correlacbes estabelecidas pelo teste estatistico Spearman Rho entre os
parametros medidos nos cortes histoldgicos do grupo SS nos 3°, 4° e 7° dias apds a
indugdo da lesédo. Conectores azuis indicam correlagdo positiva e conectores
vermelhos, correlacdo negativa. O numero ao lado dos conectores indica o grau de
correlacdo e o numero de asteriscos a sua significancia (* p<0,05 e ** p<0,01). Os
parametros pertencentes ao subgrupo eventos agudos estdo assinalados em cor
amarela e os cronicos em verde. O parametro Nivel de TNF-a ndo foi classificado

em crénico ou agudo.
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Grafico 7 — Correlacbes estabelecidas pelo teste estatistico Spearman Rho entre os
parametros medidos nos cortes histolégicos do grupo IMI250 nos 3° 4° e 7° dias
apos a inducgédo da lesdo. Conectores azuis indicam correlacdo positiva e conectores
vermelhos, correlacdo negativa. O numero ao lado dos conectores indica o grau de
correlacdo e o numero de asteriscos a sua significancia (* p<0,05 e ** p<0,01). Os
conectores tracejados indicam perda de correlagdo em relacdo ao grupo solugéo
salina a 0,9%. Os parametros pertencentes ao subgrupo eventos agudos estao

assinalados em cor amarela e os crbnicos em verde.
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Grafico 8 — Correlacbes estabelecidas pelo teste estatistico Spearman Rho entre os
parametros medidos nos cortes histoldgicos do grupo IMI250PTX2 nos 3°, 4° e 7°
dias apo6s a inducdo da lesdo. Conectores azuis indicam correlacdo positiva e
conectores vermelhos, correla¢éo negativa. O nimero ao lado dos conectores indica
o grau de correlagcdo e o numero de asteriscos a sua significAncia (* p<0,05 e **
p<0,01). Os conectores tracejados indicam perda de correlacdo em relagéo ao grupo
solucdo salina a 0,9%. Os parametros pertencentes ao subgrupo eventos agudos

estdo assinalados em cor amarela e os crbnicos em verde.
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4.5 Analise do peso dos camundongos em relacdo a diferentes doses de

Imiquimod
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Grafico 9 — Evolugdo da perda média de peso dos grupos submetidos a injecao
subcutanea de solucéo salina a 0,9% (vermelho),12 mg de imiquimod (verde) e 250
mg de imiquimod (azul) acompanhados por 10 dias. Cada ponto do grafico

representa a perda média do grupo no dia + erro padrdo da média.

Tabela 13 - Andlise de Variancia de dois Fatores

Fonte DF SS MS F p
Tempo 7 11343,4 1620,4 526,8575 0,000**
Grupo 2 998.,5 499,2 20,6698 0,0021**
Tempo*Grupo 14 1658,4 118,4 6,3681 0,1086
Erro 216 16934,2 78,4 1,5110

Total 239 30934,6
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Tabela 14 — Descricéo estatistica dos dados

Tempo (dias)

Grupos Parametros 0 1 2 3 4 7 8 9

% Média da

0 10,17 18,75 22,73 20,14 6,47 3,78 0,33
perda de peso

Desvio Padrdo 0 269 152 216 7,17 991 8,75 7,42

Ss¥
n 10 10 10 10 10 10 10 10
EmoPad.da g5 043 068 226 313 276 234
Média
—
o Mediada 34579 1765 2207 21,55 18,72 16,39 1321
perda de peso
Desvio Padrio 0 2,06 264 350 694 1421 1603 17,27
IMI12
n 10 10 10 10 10 10 10 10
EmoPad.da 445 0g3 110 219 449 506 546
Média
——
o Mediada 34598 1808 22,83 20,86 14,25 13,31 11,82
perda de peso
Desvio Padrio O 2,63 449 25 669 1392 1516 1594
IMI250
n 10 10 10 10 10 10 10 10
Erro Pad. da

Y 0 0,83 1,42 0,79 2,11 4,40 4,79 5,04
Média

a* Teste de estatistico de Tukey HSD - A perda média de peso do grupo Solucdo
salina a 0,9% foi considerada estatisticamente diferente em relacao a perda dos

grupos IMI12 (p<0,01) e IMI250 (p<0,05).

Todos o0s grupos apresentaram uma perda maxima média de peso em
torno de 22% no terceiro dia. A partir dessa data, os pesos dos animais foram
recuperados, sendo que o grupo SS apresentou ganho mais acentuado, seguido
pelos grupos IMI250 e IMI12, respectivamente. No grupo IMI12 morreu um

camundongo entre o quinto e o sexto dia, o outro no oitavo dia.
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Para impedir que a média do grupo fosse erroneamente elevada, caso

nao fosse levado em consideracdo, a morte dos camundongos, 0S pesos dos
camundongos mortos foram definidos por extrapolacdo. O peso para o primeiro
camundongo foi definido como sendo aquele que ele teria no 5° dia, e para o
segundo, o que ele teria no 8° dia. Isso foi feito, determinando-se a equacéo linear
de peso x dia para cada camundongo e calculando por extrapolagdo, o peso que o
camundongo teria no dia seguinte ao seu Obito. As equacbes determinadas para
ambos os camundongos apresentaram R? > 0,9, e o valor encontrado para ambos
os camundongos foi de aproximadamente 9 g. Para comparar, 0 menor peso obtido
entre todos os camundongos vivos foi de 10 g. Dessa forma, nés usamos o valor de
9 g para representar o peso dos camundongos mortos nas medidas realizadas apos

0s Obitos.
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4.6 Andlise do diametro das Uulceras dos camundongos submetidos a

diferentes doses de Imiquimod
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Grafico 10 — Gréfico de barras mostrando o diametro médio das Ulceras dos grupos
IMI12, IMI250 e SS no 9" dia apés a inducéo das lesdes. Cada barra do gréfico

representa a média + erro padrdo da média.

Tabela 15 — Descricéo estatistica dos dados

Parametros
Tratamentos A ., Valores
(didmetro da ulcera)

Média 0,73

Ss Desvio Padrao 0,59
n 10

Erro Pad. da Média 0,19

Média 1,45

IMI250 Desvio Padrao 1,00
n 10

Erro Pad. da Média 0,32

Média 1,51

IMI12 Desvio Padrao 0,77
n 8

Erro Pad. da Média 0,27
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Tabela 16 - Teste estatistico de Kruskal Wallis - Postos

Grupos N Posto médio
SS 10 9,65
Diametro da Glcer IMI112 8 18,25
ametro da ticera IMI120 10 16,35
Total 28

Tabela 17 - Teste estatistico de Kruskal Wallis

Diametro da ulcera

Qui-quadrado 5,648
Graus de liberdade 2
p 0,059

N&o houve diferenca estatistica entre o didmetro médio das Ulceras dos grupos SS,

IMI12 e IMI250 (p=0,0509).

Figura 5 — Corte histolégico do rim corado em HE do animal do grupo IMI250 cujo
peso foi de apenas 10,0 g no momento da eutandsia. As imagens mostram
comprometimento dos tubulos contornados proximais (p) preenchidos com material

necrotico (*) e glomérulos sem grandes alteracgdes (Q).

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

57

5. DISCUSSAO

Os principios de funcionamento do Sistema Imune foram baseados na
idéia de que o organismo tolera as estruturas do organismo e reage contra o0 que
ndo € proprio. Entretanto, certos tecidos ou microorganismos considerados
estranhos, como fetos ou bactérias do trato intestinal, ndo estimulam qualquer
resposta do Sistema Imunoldgico. Esses e outros exemplos fizeram com que este
paradigma fosse substituido pelo conceito do sinal de perigo, onde a reacao
imunoldgica é induzida sempre que fatores internos ou externos representem perigo
para o organismo. Esse sinal pode ser desencadeado por moléculas endégenas,
provenientes do proprio organismo durante processo de destrui¢édo tecidual (HSP70,
fibronectina, heparan sulfato, defensinas e etc) ou exdgenas de origem externa,
liberadas por microorganismos ou particulas durante o processo infeccioso (LPS,
zimosan, ssRNA, dsDNA, flagelina e etc). Esses sinais sao reconhecidos pelos
receptores identificadores de padrdes; principalmente os TLRs, presentes nos
diversos tipos celulares, tais como: macréfagos, células dentriticas, linfocitos B e T,
queratindcitos, células NK, neutroéfilos entre outros. A ativacéo especifica das células
apresentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas e o linfécito B)
estimularia o processo de diferenciacéo, ativagcdo da resposta imune adaptativa e
atracao de células inflamatorias para o local da reacao (Anders et. al, 2004).

A ulceracao aftosa recorrente (UAR) tem sido associada a uma resposta
imune Thl exagerada. Varios fatores que influenciam positivamente o aparecimento
da UAR ja foram relacionados com o aumento de TNF-a e aqueles que influenciam
negativamente, com a sua diminuicdo (Kloppenburg et al., 1995; Tsuboi et al., 1995;

Lagrue et al., 1996; Shapira et al., 1996; Maes et al., 1998; Rowland et al., 1999;
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Boulingue et al., 2000; Marion et al., 2000; Natah et al., 2000; Elenkov & Chrousos,
2002; Plevy, 2002; Scheinberg et al., 2002). A producdo de TNF-a € estimulada
através da inducdo de TLRs. Trabalhos recentes apontam para a possibilidade de
envolvimento dos TLRs na patogenia da UAR. Existem relatos de aparecimento de
lesBes ulceradas semelhantes as aftas em pacientes, sem histéria prévia de UAR, e
gue fizeram uso de Imiquimod, medicamento agonista do TLR7. O imiquimod tem a
capacidade de estimular, no sitio da aplicacéo, a producéo de citocinas inflamatérias
do tipo Thl, principalmente de TNF-a e de IFN-a. Provavelmente, o aumento de
expressdo de TNF-a mediado pela ativacdo do TLR7 esteja relacionado com a
patogenia dessas lesfes bucais (Chakrabarty et al., 2005, ZALAUDEK et al., 2005).
O Aldara® é um medicamento que se apresenta na forma de creme e
contém como principio ativo 12,5 mg de Imiquimod. A atividade do Imiquimod
baseia-se na estimulacdo de uma reacgdo inflamatéria mediada pela ativagdo do
TLR7. Em cultura de macréfagos, o Imiquimod foi capaz de induzir a producao IFN-
o, TNF-a, interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 beta (IL1-B) dentro das primeiras 8
horas apds a exposicdo. O efeito agonista do Imiquimod parece ser dose
dependente, queratindcitos expostos a 1 ug/ul aumentam a expressdo dos
transcritos dos genes de IL-6 e de interleucina 8 (IL-8), e quando expostos a 10 ug/ul
, diminuem a expressao dos mRNAs dessas citocinas (Sidky et al., 1992; Miller et al.,
1995; Testerman et al.,1995). O Imiquimod é capaz de induzir a proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B no baco e aumentar a proliferagdo de linfécitos T em
resposta a mitdgenos (Tomai et al., 2000). Além da acgédo direta, o imiquimod pode
induzir a secrecdo de citocinas que afetam outras células do sistema de imune,
como; por exemplo, ativando células “natural killers” (NK) pela producdo de

interferons (Hart et al., 2005) ou atraindo e ativando neutréfilos no sitio da
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inflamacéo através da secrecdo de IL-8 produzida por macrofagos e queratindcitos
em resposta ao Imiquimod (Kono et al., 1994; Testerman et al., 1995). Além dos
efeitos pré-inflamatérios, o Imiquimod pode, seletivamente, estimular a apoptose de
linhagens de células tumorais (Meyer et al., 2003, Schon et al., 2003).

O TNF-a, polipeptideo de 17kd, é considerado um dos principais
mediadores inflamatorios secretado por macréfagos apos a ativacdo dos TLRs que,
entre muitas atividades, é capaz de induzir necrose de células tumorais, quimiotaxia
de neutréfilos e mondcitos, aumento da atividade citotdxica dos neutrdfilos, producao
de colagenases e inducdo de apoptose. (Bonifati & Ameglio, 1999; Frassanito et al.,
1999; Kero et al., 2001; Ehrenstein et al., 2002; Hamzaoui et al., 2002).

O TNF-a, também, é capaz de inibir a producdo de colageno,
influenciando negativamente o processo de cicatrizacdo. O aumento de TNF-a, apés
a ingestao de aspirina, foi relacionada com o retardamento da cicatrizagcdo de
Ulceras bucais em ratos (Slomiany et al., 2000). A aplicacdo local de TNF-a sobre
ferida cirdrgica ou a inoculagdo sistémica promovem a diminuicdo da resisténcia ao
estiramento da cicatriz e a expressdao de genes relacionados a producdo de
colageno tipo I. Provavelmente, o TNF-a interfere com o processo de cicatrizacao,
inibindo a sintese de colageno. Doencas onde existe elevada expressdo de TNF-q,
tais como: choque téxico por infeccdo gram negativa, AIDS, meningococcemia,
cancer entre outras apresentam diminuigdo do processo de cicatrizacdo das feridas
(Salomon et al., 1991). Além disso, o TNF-a tem a capacidade de influenciar a
resposta imune para o tipo Thl (Bonifati & Ameglio, 1999; Frassanito et al., 1999;
Kero et al., 2001; Ehrenstein et al., 2002; Hamzaoui et al., 2002).

A pentoxifilina (PTX) € um medicamento membro do grupo das

metilxantinas indicado para o tratamento das desordens circulatorias periféricas.
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Além dessa atividade, as pentoxifilinas apresentam, como importante propriedade, a
capacidade de inibir a sintese de TNF-a produzido durante diferentes doencas
inflamatorias. A transcricdo e a producdo de TNF-a é inibida quando a pentoxifilina
diminui a atividade da enzima fosfodiesterase nao especifica provocando o aumento
da concentracdo de AMP ciclico intracelular (AMPc) (MacDonald, 1997; Colson et
al., 2003). Esse aumento de AMPc, através da inibicdo de fatores de transcricdo
inibe a expressao de diversos genes inflamatorios, tais como: TNF-a, IL-10 e IL1-B
(Reimund et al., 1997; Colson et al., 2003).

Em vista disto, sugerimos que a diferenca na evolugdo entre Ulceras
traumaticas e aftas esteja relacionada a expressédo sistémica aumentada de TNF-a.
Quando, por motivos diversos, o organismo se encontra em um estado onde, o nivel
de TNF-o é alto, os padrbes do infiltrado inflamatério, das citocinas e das
guimiocinas secretadas no local e a evolugcdo do processo de cicatrizagdo das
lesbes ulceradas se modificam, evoluindo para um quadro semelhante ao
apresentado pelas aftas.

A ulceracao aftosa recorrente apesar de ser conhecida desde tempos de
Hipocrates (460 a 370 AC), ainda apresenta etiopatogenia desconhecida e
tratamento insatisfatorio. Pode ter contribuido para essa situagdo, o fato de nao
existir modelos animais para o estudo dessa doenca. Nao existem registros de
animais que desenvolvam Ulceras bucais de forma espontanea e recorrente, tal
como, ocorre nos portadores de UAR humanos. Modelos animais de UAR ainda n&o
foram descobertos ou desenvolvidos. Provavelmente, a falta de informacdo para
caracterizar precisamente a etiopatogenia da UAR e as dificuldades de se analisar a
mucosa de animais tdo pequenos como ratos e camundongos, preferidos pela

facilidade do manuseio, contribuiram para essa auséncia.
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O desenvolvimento de modelos animais é fundamental para a aquisicdo
de conhecimentos relacionados principalmente a etiopatogenia e ao tratamento das
doencas. Os modelos animais permitem avancgos significativos no campo da
investigacdo em termos de tempo e procedimentos que, se planejados em humanos,
ndo seriam possiveis. A selecdo de modelos animais apropriados é fundamental
para a obtencdo de informacgbes relevantes. O modelo selecionado deve ter
comportamento clinico parecido com o quadro da doenca a qual se deseja
comparar. Quanto mais parecido em termos de patogenia e evolugdo, maior a
probabilidade da informacéo obtida ser extrapolada para os seres humanos.

Camundongos representam um dos grupos de animais mais utilizados em
experimentos de Imunologia. Apesar das duas espécies, homem e mulher, estarem
separadas na escala evolutiva por 65 a 75 milhdes de anos, elas diferem em apenas
300 genes. Existe boa conservacdo dos fendbmenos biologicos entre as duas
espécies, porém a extrapolagdo de resultados deve ser cautelosa, pois diferencas
nos estilos de vida, nichos ecoldgicos, no tamanho e nos microorganismos
patogénicos a que estdo expostos podem influenciar diferentemente o fenémeno
biol6gico estudado (Mestas & Hughes, 2004).

Os modelos de lesBes traumaticas em mucosa de camundongo ou ratos
representam o mais proximo que chegamos de modelos de UAR. Mesmo assim,
poucos sao os relatos de trabalhos cientificos que fizeram uso de camundongos
para estudar a cicatrizacao de ulceragdes bucais (Slomiany et al., 2002, Lomiany et
al., 2005). Em funcéo disso, os modelos de ulceragdo géstrica e duodenal acabam
servindo como fonte de informacao relevante, uma vez que, ambas as doencas
acometem mucosas do sistema digestivo e se manifestam como ulceragdes

crbnicas.
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Varios dos modelos desenvolvidos para simular a Ulcera gastrica (Okabe
& Amagase, 2005) ou ulceras bucais em ratos (Slomiany et al., 2002, Lomiany et al.,
2005) empregam o &cido acético para produzir lesdo na mucosa. Relatos da sua
utilizacdo datam desde 1969 e o seu amplo uso deve-se ao fato da simplicidade do
método, da consisténcia no tamanho das lesdes produzidas e da severidade e
incidéncia (100%) das lesoes.

Ulceragdes em mucosa duodenal podem ser obtidas pela aplicagéo focal
de &cido acético 100% na superficie mucosa por 30 a 60 segundos. A producdo
deste tipo de Ulcera é precedida pela alteragdo na vasculatura e microvasculatura
provocada pela injuria quimica. Posteriormente, na &rea agredida, se desenvolve
necrose isquémica que evolui para ulceracao que regride em torno de 2 semanas. O
acido acético ja foi utilizado para produzir ulceracdo bucal em ratos. A lesdo
produzida neste modelo surge em dois dias como resultado da necrose epitelial e
cicatriza em torno de 10 dias (Slomiany et al., 2002; Okabe & Amagase, 2005).

Varios fatores estdo envolvidos na cicatrizacdo dessas lesfes: contracdo
da é&rea ulcerada, reepitelizacdo, formacdo de tecido de granulacdo e angiogénese.
A contracdo da area ulcerada e a reepitelizacdo, a partir das margens da Ulcera
constituem eventos cruciais. Miofibroblastos ja foram identificados nas bases das
Ulceras induzidas por acido acético. Medicamentos, tais como: indometacina e
corticosterdéide, através da inibicdo da liberagdo de prostaglandinas, podem atrasar a
cicatrizagdo interferindo com a contragcdo. Estimulagdo da angiogénese e
proliferacao epitelial promovem o aumento de velocidade de cicatrizagc&o. Fatores de
crescimento, tais como: fator de crescimento epitelial (EGF), fator de crescimento
fibroblastico (BFGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VGEF) aumentam a

velocidade e a qualidade da cicatrizagdo. Eventos de remodelagdo da matriz
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extracelular sdo importantes na cicatrizagéo, onde a producao de fibronectina, fibras
colagenas tipos I, Il e IV, da colagenase metaloproteinase 2 (MMP-2) e do seu
inibidor, a proteina inibidora de metaproteinase tecidual tipo 1 (TIMP-1), influenciam
as cicatrizacdes das Ulceras acido acético induzidas (Okabe & Amagase, 2005).

A linhagem de camundongos C57BL/6 é conhecida por apresentar um
perfil de resposta imunolégica adaptativa direcionada para o tipo Thl. Células T de
camundongos C57BL/6 produzem preferencialmente interferon gama (IFN-y) e
pouca interleucina tipo 4 (IL-4). Macrofagos provenientes dessa linhagem
estimulados com lipopolissacarideo (LPS) produzem grande quantidade de TNF-a e
interleucina 12 (IL-12) (Watanabe et al., 2004, Mills et al., 2000). Sendo assim, para
estudar a influéncia do TNF-a produzido pela ativacdo do “toll like receptor 7” na
cicatrizagdo das lesbes ulceradas bucais, selecionamos camundongos C57BL/6 e
produzimos lesdo ulcerada em dorso de lingua com &cido acético.

A aplicacdo de acido acético 100% por 60 segundos produziu, apos 2
dias, lesdo ulcerada regular e superficial (Fig. 1 e 2). A variabilidade do tamanho das
ulceragdes foi pequena em fungéo do acido ser colocado em contato com a mucosa
do animal usando papel de filtro de forma (circular) e tamanho (2 mm) padronizados.

Imediatamente apds a aplicacdo do acido sobre o dorso das linguas, dois
grupos de animais foram tratados com 100 pul de uma solucdo contendo 250 ug de
Imiquimod (via de aplicagéo subcutanea) e outro grupo com 100 pl de solugao salina
a 0,9% (subcutanea). Um dos grupos tratados com Imiquimod recebeu, pela via
intra-peritoneal, 200 ul de uma solugcdo contendo 4 mg de pentoxifilina. Os outros
dois grupos receberam, pela mesma via, 200 pl de solucdo salina. Esses
procedimentos foram repetidos no 4° dia ap6s a inducdo da lesdo. Analisando a

relacdo entre o processo de cicatrizagcdo das Ulceras linguais induzidas e a
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estimulagdo do TLR7, observamos que a evolugéo cicatricial média das les6es dos
grupos SS foi melhor que a do grupo IMI250PTX2. O grupo IMI250 ficou em posi¢éo
intermediaria.

Até o 4- dia, o grupo IMI250 teve uma evolucéo cicatricial muito melhor
gue os demais grupos, mas por motivos desconhecidos, a partir dessa data a
diminuicdo da ulceracdo ndo foi mais tdo acentuada (Grafico 1, Tabelas 1 e 2).
Existem algumas hip6teses que poderiam ter contribuido para esse resultado: a re-
aplicacoes de 250 ug de imiquimod (subcutaneo) e solucdo salina (intraperitoneal)
nos camundongos restantes podem ter interferido com a cicatrizagdo no grupo
IMI250. Até o 4- dia, a dose de imiquimod usada (250 pg) poderia estar inibindo a
secrecao de citocinas inflamatérias e assim melhorando o processo cicatricial, mas
com a nova reaplicacéo, esse fendmeno pode ter sido invertido.

Animais submetidos a aplicacdo de doses entre 200 e 2000 ng de
imiquimod, pela via oral produzem, ap6s duas horas, pico de secrecdo de IFN-a .
ApOs 24 horas, a secrecado de IFN-a, praticamente, volta ao normal. A cinética da
producédo de TNF-a € ligeiramente diferente, em 1 hora apds o estimulo, os animais
secretam a maior quantidade de TNF-a, e apdés 4 horas, 0s niveis praticamente
retornaram ao normal. A aplicacdo de doses diarias de 600 ug por cinco dias
consecutivos inibe, completamente, a producdo de IFN-a. Esse fendmeno de
hiporesponsividade associado ao aumento da dose de Imiquimod acontece também
com outros agonistas dos TLRs, tais como: LPS e complexos de poliribonucleotideos
(Poly I:C) (Reiter et al., 1994).

A intencao inicial, ao utilizar pentoxifilina, foi neutralizar o TNF-o. que 0
imiquimod estaria induzindo através da estimulacdo do TLR7 e assim permitir um

processo de reparacdo da lesdo semelhante ao do grupo néo estimulado (solucao
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salina a 0,9%). Entretanto, a aplicacdo concomitante de 2 mg de pentoxifilina e 250
ug de imiquimod piorou o processo de cicatrizagao.

Especulamos que a pentoxifilina diminua o TNF-a (grafico 4, tabela 6),
principalmente até o 4° dia, mas ndo altere a expressdo das outras citocinas pro-
inflamatorias; pelo contrario, potencialize as suas acfes. Este fendmeno tem
expilicacdo no fato de que o excesso de TNF-a ativa mecanismos de “feedback”
negativos; como por exemplo, estimulando a producgéo de citocinas antiinflamatéria
IL-10, que seria responsavel por diminuir a intensidade do processo inflamatorio (de
Waal Malefyt et al., 1991; Wanidworanun et al., 1993; Sato et al., 2003). Sem uma
quantidade suficiente de IL10 para controlar a resposta inflamatoria, as cicatrizacdes
das ulceracdes ficariam comprometidas. A utilizacdo de pentoxifilina ja foi associada
a inibicdo de TNF-a e de IL-10 (Van Furth et al., 1997; Marcinkiewicz et al., 2000;
Demir et al., 2006). A producdo das citocinas TNF-a e IL-10 produzidas por
leucécitos humanos estimulados com LPS e bactérias gram negativas mortas pelo
calor diminuiram em culturas tratadas com pentoxifilina (Van Furth et al., 1997).
Macrofagos de camundongos tratados com pentoxifilina produzem menor
guantidade de TNF-a e IL-10 quando estimulados com LPS (Marcinkiewicz et al.,
2000). Pacientes transplantados renais que foram tratados com pentoxifilina, além
da medicacdo supressora convencional, apresentaram menor nivel sanglineo de
TNF-a e IL-10 em relagdo ao outro grupo de pacientes tratados somente com a
medicacéo convencional (Demir et al., 2006).

O nosso resultado foi contrario aos apresentados por Cooper et. al em
1998, que induziram colite mediada por TNF-a em camundongos da linhagem Swiss
Webster e trataram com 100 mg/kg de pentoxifilina por via oral diariamente por

aproximadamente 49 dias. Os autores correlacionaram a melhora da colite ao
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tratamento com pentoxifilina. O tipo de resposta inflamatéria neste animal é uma
mistura de Thl e Th2. Entretanto neste trabalho, o tipo de animal, o local da leséo, a
dose do medicamento e a via de administracdo podem ter influenciado a resposta
positiva da pentoxifilina. Esse fendmeno demonstra que a escolha do tipo de
linhagem animal pode influenciar os resultados (Dohi et al., 2000). Melgar et. al em
2005, mostrou que a colite desenvolvida por camundongo C57BL/6 é muito mais
agressiva do que a colite da linhagem BALB/C de camundongo que apresenta uma
resposta imune voltada para o tipo Th2.

Analisando a evolucdo dos pesos dos animais durante o experimento,
observamos que os animais tiveram perda méaxima de peso até o 3 dia e apds este
periodo, ganharam peso. O grupo SS aumentou mais rapidamente de peso do que o
grupo IMI250PTX2. O grupo IMI250 ficou em posicao intermediaria (Grafico 2,
Tabela 4). Comparando esses resultados com a evolucdo cicatricial das lesdes
ulceradas, houve grande correlacdo (Gréafico 3) entre essas duas variaveis (Tabela
5). Esse fendmeno; provavelmente, acontece porque a presenca da lesdo causa dor
durante a alimentagcdo e, provavelmente, o0os animais ndo se alimentam
adequadamente neste periodo. A medida que a les&o cicatriza, os animais passam a
se alimentar melhor e ganham peso.

A evolucédo do nivel de TNFa foi avaliada durante todo o experimento, 0s
resultados mostraram que o nivel de TNFa tende a diminuir durante o processo de
cicatrizacdo, provavelmente em funcdo do aumento de citocinas aintiinflamatérias,
tais como: a IL-10. Lesdes provocadas por “punch” em lingua de camundongos
apresentaram um aumento de mMRNA de IL-10 24 horas apdés o trauma,
permanecendo elevado por pelo menos 3 dias. Os niveis de fator de crescimento

tumoral tipo beta (TGF-B), citocina antiinflamatéria, permaneceu constante no

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

67
periodo de 0 a 72 h em que foram quantificados. Isso demonstra que,
provavelmente, a IL-10 responda pela atividade antiinflamatoria da ulcera bucal, ao
contrario do que acontece na pele onde o TGF-fp tem papel preponderante
(Szpaderska et al., 2003). A quantificagdo da imunoexpresséo de IL-10 em lesdes de
pele mostrou que grande parte da IL-10 presente aparece apds 24 horas e é
produzida por macréfagos (Zhang et al., 2004). Provavelmente, essa caracteristica
se repita nas lesGes da cavidade bucal.

Apesar de ndo haver diferencas significantes, o grupo tratado com
solucao salina a 0,9% apresentou os maiores valores de TNF-o. e 0 grupo tratado
com 2 mg de pentoxifilina; os menores, pelo menos até o 4° dia. Geralmente, 0s
valores ficaram abaixos de 6 pg/ml, com exce¢dao de um caso do grupo SS que
apresentou ao 3° dia aproximadamente 15 pg/ml de TNF-o. no soro. As maiores
flutuacdes sanguineas de TNFa; provavelmente, acontecem nas primeiras 24h apos
o estimulo (Reiter et al., 1994). Em contraste, niveis elevados de TNFa nos tecidos
persistem por até uma semana apoés o estimulo. Esse fato explica a pouca variacao
observada no nivel de TNFa no soro dos camundongos. A quantificacdo do nivel de
TNFa diretamente na les&o poderia trazer mais informacdes relevantes.

A medida do tamanho dos bacgos dos animais submetidos aos diversos
tratamentos pode servir como parametro de resposta imunolégica. O baco
normalmente aumenta de tamanho em fungéo da proliferacéo de células T e B. Apds
a inducgdo da Ulcera, os bagos dos animais aumentaram de tamanho até o 7° dia da
analise. Observando o peso dos bacos, percebemos uma tendéncia do grupo IMI250
em apresentar oS maiores valores em comparagcdo com 0s outros dois. Se esta
impressao se confirmar, provavelmente a pentoxifilina inibiu o efeito estimulador do

imiquimod sobre o bacgo.
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A andlise do grafo do grupo SS mostrou um padrdo de inter-relacées
compativeis com um processo de cicatrizacdo normal para as condicbes do
experimento. Neste grafo, podemos observar que existem dois tipos de eventos que
se correlacionam com a variavel tempo de maneira positiva ou negativa e que foram
denominados de eventos cronicos e agudos, respectivamente. Os eventos agudos
sdo representados pelos parametros: profundidade da infiltracdo, quantidade de
células polimorfonucleares, diametro da Ulcera e nivel sanguineo de TNF-a; e 0s
cronicos, por células mononucleares, numero de colageno e nimero de vasos. A
divisdo desses parametros corresponde ao que se espera de um processo de
cicatrizacdo. Numa primeira etapa, quando a lesdo é induzida, existe grande
quantidade de neutrdfilos infiltrando a leséo e a medida que a cicatriza¢do evolui, o
didmetro da ulcera regride, a producdo de coldgeno aumenta, novos vasos vao
surgindo e o infiltrado neutrofilico vai sendo substituido por células mononucleares
(linfécitos e mondcitos) (Robins et al., 2000).

Nesta andlise, chama a atencado o fato da variavel vaso ser o parametro
com maior numero de correlages. Este fato estd em acordo com a afirmacédo de
Okabe & Amagase, 2005 que diz que a angiogénese é um evento crucial na
cicatrizagdo dessas lesdes. Provavelmente, qualquer fator que interfira
positivamente ou negativamente na producao de vasos poderia retardar ou acelerar
a cicatrizacdo mais do que a interferéncia com os parametros da inflamagéao. O uso
de inibidores de angiogénese € capaz de diminuir o processo de cicatrizacbes de
leses em dorso de ratos. Porém, essa inibicdo pode ser revertida pela aplicagéo de
um medicamento indutor de angiogénese (Michaels et al., 2005). Um indicio deste
fenbmeno pode ser visto analisando o0 numero de vasos nos trés grupos. A

quantidade de vasos aumenta de forma semelhante entre os 3 grupos até o 4° dia.
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No 7° dia, a quantidade de vasos no grupo IMI250PTX ¢é estatisticamente, menor do
gue nos dois outros grupos (Teste de Kruskal Wallis; p<0,05) e neste grupo, o
processo de cicatrizacao foi pior.

Analisando-se o grafo do IMI250, observa-se que o numero de células
polimorfonucleares perdeu a sua correlagdo com o tempo e a profundidade da leséo.
Isso aconteceu porque o numero de polimorfonucleares manteve-se alto durante
todo o processo. Provavelmente, o imiquimod aumentou a quantidade do infiltrado
neutrofilico na area da lesdo independente da fase da cicatrizacdo. Os grupos que
receberam imiquimod (IMI250 e IMI250PTX2) apresentaram maior numero de
polimorfonucleares no 7° dia em comparacdo com grupo SS (Teste de Kruskal
Wallis; p=0,06). Além disso, este aumento foi independente do tamanho da Ulcera,
uma vez que o grupo IMI250 n&do mostrou diferenca significativa em relacdo ao
grupo SS (Teste de Tukey, p=0,330). A profundidade do infiltrado foi maior no grupo
IMI250 no 3° dia em relagdo ao grupo SS (Teste de Kruskal Wallis; p<0,05).

Analisando-se o grafo do IMI250PTX2, observa-se que a grande parte
das correlagGes foram perdidas. Existe uma tendéncia desse grupo em apresentar
niveis maiores de polimorfonucleares na fase crbnica (Teste de Kruskal Wallis,
p=0,06), quantidade menor de vasos (Teste de Kruskal Wallis, p<0,05) e diametro
maior da Ulcera (Teste de Kruskal Wallis, p<0,01) no 7° dia em relacdo aos outros
grupos.

Para verificar se a dose do imiquimod poderia interferir diferentemente na
cicatrizacdo das Ulceras linguais, nés induzimos a lesdo nos animais e comparamos
0 processo de recuperacgéo, analisando individualmente os pesos dos camundogos

tratados com a dose inicial de Imiquimod proposta (250 ng), tratados com uma dose

20 vezes menor de imiquimod (12 npg) e tratados somente com solucdo salina a
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0,9%. Neste experimento, a medicacao foi somente aplicada no dia da inducao das
lesBes. As andlises mostraram resultados semelhantes ao do primeiro experimento.
Todos os grupos tiveram uma perda maxima média de peso até o terceiro dia. A
partir dai, os animais de todos 0s grupos recuperam gradativamente os pesos. O
grupo SS (solucao salina a 0,9%) ganhou peso mais rapidamente que os demais
(Gréfico 7, Tabela 10 e 11). Em relacao ao padrdo de ganho de peso, apesar do
grupo IMI12 nédo ser considerado estatisticamente diferente do grupo IMI250, neste
grupo morreram dois camundongos. O que chama a atencédo é o fato da dose do
medicamento ter sido diminuida 20 vezes, e mesmo assim, o efeito biolégico se
manifestar com maior intensidade. Isso indica que 250 pug é uma dose alta. Este
nivel de imiquimod poderia até mesmo estar inibindo a secrecdo de citocinas
inflamatorias (Reiter et al., 1994).

A andlise do diametro das uUlceras mostrou uma tendéncia acentuada do
diametro das lesdes do grupo solucao salina a 0,9% (p=0,059) serem menores do
que os dois grupos tratados com imiquimod no 9° dia apo6s a inducdo das lesGes
(Gréfico 8, Tabela 12 e 13).

No grupo IMI250, os principais 6rgaos: cora¢do, pulmao, sistema nervoso
central, estbmago e rins; de dois animais que aparentava estado debilitado e cujo
peso eram 10,0 g e 13,2 g, e de um camundongo, aparentemente saudavel, do
grupo solugcdo salina a 0,9%, cujo peso foi de 16,3 g, foram examinados por
patologista médico experiente (Dr. Marcello Franco — UNIFESP/EPM). A autdpsia
dos animais comprometidos mostrou lesdes nos rins classificadas como necrose
tubular aguda do tipo téxica (Figura 4) e a autépsia do animal usado como controle

ndo mostrou nenhuma alteragcdo nos 6rgdos examinados.
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Apesar de ndo haver relatos na literatura sobre a toxicidade do Imiquimod,

a dose de 250 ug aparentemente foi suficiente para provocar leséo renal em alguns
camundongos. Células dos tubulos renais expressam constitutivamente pelo menos,
0s TLR1, 2, 3, 4 e 6. Existe a hipdtese de que a ativacdo desses receptores nessas
células poderia levar a secrecdo de citocinas inflamatérias que propiciaria ao
surgimento de deficiéncia renal aguda (Anders et al., 2004). Em endotoxemia,
trabalhos indicam que a deficiéncia renal aguda, mediada por necrose tubular, pode
ser causada pela hiperexpressao de TNF-a, e a administracao de inibidores de TNF-
a, tais como pentoxifilina nesta situagéo, poderia proteger o organismo do colapso
do sistema renal (Cunningham et al., 2002; Ramesh & Reeves et al., 2004; Wan et
al., 2006). Em funcéo dessas informacdes; provavelmente, a necrose tubular aguda,
diagnosticada nos animais debilitados, pode ter sido induzida pela producao elevada

de TNF-a nos rins.
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6. CONCLUSOES

1. A pentoxifilina (2 mg / animal) associada ao medicamento Aldara® (250 ug /
animal) inibe o processo de cicatrizacdo de Ulceras bucais de camundongos

C57BL/6.
2. A aplicacdo subcutanea de 12 ou 250 pg/animal de Aldara® ndo interfere
significantemente com a velocidade de cicatrizacdo das Ulceras bucais de

camundongos C57BL/6.

3. Os niveis de TNF-a diminuem a medida que o processo de cicatrizagdo de

Ulceras bucais em camundongos C57BL/6 evolui.

4. O peso dos camundongos € preditor do processo de cicatrizacdo de Ulceras

bucais de 2 mm induzidas com &cido acético em camundongos C57BL/6.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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